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RÉSUMÉ 
Durant la progression tumorale cérébrale, les cellules envahissent le tissu 
environnant, afin de s'y infiltrer. Pour ce faire, elles sécrètent ou expriment à leur surface des 
métalloprotéases matriciel1es (MMPs), capables de dégrader les composants de la matrice 
extracel1ulaire. Parmi ces MMPs, la MMP membranaire de type 1 (MT I-MMP) joue un rôle 
crucial dans l'acquisition du potentiel invasif des cel1ules tumorales cérébrales. La MTl­
MMP dégrade de nombreux composants de la matrice extracellulaire et des protéines de 
surface. Grâce à son activité protéolytique, la MT I-MMP joue ainsi un rôle important dans 
les différentes étapes de la progression tumorale cérébrale incluant l'angiogenèse. Le ciblage 
pharmacologique des fonctions de MT l-MMP serait donc une approche thérapeutique 
efficace dans le traitement de gliomes. Bien que l'activité protéolytique de la MT I-MMP 
demeure sa fonction la plus importante, plusieurs études tendent à démontrer que la portion 
cytoplasmique de l'enzyme contribue à l'induction de signaux intracellulaires possiblement 
impliqués dans la chimio et la radiorésistance à la thérapie des gliomes. Parmi les marqueurs 
associés à cette résistance et surexprimés dans les gliomes hautement malins, il y a la 
cyclooxygénase-2 (Cox-2). Toutefois, le mécanisme moléculaire reliant l'activité 
intracel1ulaire de MTI-MMP à l'expression de Cox-2 demeure incompris. 
La première partie de mon mémoire a pour objectif d'étudier le ciblage 
pharmacologique des fonctions de MT1-MMP par l'actinonine, un inhibiteur sélectif de 
l'aminopeptidase NieD 13 et des MMPs solubles, dans les cellules de glioblastome U87. 
Nous y montrons que l'actinonine inhibe l'activation de la proMMP-2 induite par la 
concanavaline-A (ConA), une condition expérimentale connue pour induire l'expression de 
MTl-MMP dans les cel1ules U87. De plus, grâce à l'analyse de l'expression génique de 
MTI-MMP, l'actinonine n'a pas modulé l'expression de MTI-MMP induite par la Con-A, 
suggérant que les effets de l'actinonine sont post-transcriptionnels. Nos résultats positionnent 
l'actinonine comme un possible candidat thérapeutique ciblant MTI-MMP. 
La deuxième partie de mon mémoire s'est orientée sur l'axe MTI-MMP/Cox-2 dans 
les glioblastomes U87. Nos observations préalables d'une modulation conjointe de 
l'expression de MT l-MMP et de Cox-2 dans les cellules isolées de glioblastomes humains 
U87 induite par la ConA nous ont permis d'évaluer le rôle de la ConA dans le déclenchement 
des processus cellulaires pro-inflammatoires qui régulent l'expression de Cox-2. Nous avons 
trouvé que le traitement avec la ConA, ou la surexpression directe de MTl-MMP 
recombinante conduit à l'induction de Cox-2 via une voie de signalisation impliquant NF­
KB/lKKy. 
Col1ectivement, les résultats présentés dans ce mémoire apportent de nouvelles 
informations quant à l'implication du domaine intracellulaire de la MTI-MMP dans le 
phénotype pro-inflammatoire des cellules cancéreuses cérébrales. Ceci inspirera la 
conception de nouvel1es stratégies de thérapie pouvant combiner l'action des inhibiteurs de 
MTl-MMP à celle des drogues anti-inflammatoires pour le traitement de gliomes. 
Mots clés: MTl-MMP, Concanavaline-A, Actinonine, Cox-2, Inflammation, Glioblastome 
CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
1.1. Le cancer 
1.1.1. Généralités 
Le cancer reste un grand défi en médecine de nos jours, et est en voie de devenir la 
première cause de mortalité au Québec et très prochainement dans le monde entier. En effet, 
le rapport sur les statistiques canadielU1es sur le cancer estime que jusqu'à la fin de 2009, au 
Québec on s'attend à ce que près de 44 200 nouveaux cas de cancer (171 000 au Canada) et 
20 100 décès attribuables à cette maladie (75 300 au Canada) (Statistics Canada, 13 décembre 
2009). On parle même de « crise du cancer» et selon la Société Canadienne du Cancer, il est 
impératif de mettre en place une stratégie de lutte contre cette maladie. Les thérapies 
LTadi tionnelles utilisées pour soigner le cancer, soient la chirurgie, la radiothérapie et la 
chimiothérapie, ont permis de faire de grands pas vers la réduction de la mortalité liée à de 
nombreux cancers. Mais la prise en charge clinique des patients cancéreux incite les 
chercheurs à s'engager de plus en plus afin de lutter contre le cancer en essayant de 
comprendre les mécanismes moléculaires qui contribuent au potentiel malin tumoral afin 
d'élaborer de nouvelles stratégies de traitement thérapeutiques plus efficaces. 
1.1.2. La cancérogenèse 
Le maintien de la structure et le fonctionnement d'un tissu sont basés sur l'équilibre entre 
la prolifération, la différenciation et la mort/survie cellulaire. La perte de cette homéostasie 
conduit à la transformation d'un tissu physiologique sain en un tissu cancéreux qui se 
caractérise par l'acquisition d'au moins six propriétés (Hanahan et Weinberg, 2000). 1) 
Indépendance vis à vis des signaux stimulant la prolifération, 2) insensibilité aux signaux 
inhibiteurs, 3) inhibition de l'apoptose, 4) capacité proliférative illimitée, 5) acquisition d'un 
potentiel invasif, et 6) disposition d'un pouvoir angiogénique (Figure 1). 
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Les progrès de la biologie moléculaire ont permis de proposer un modèle général de la 
cancérogenèse qui comprend trois étapes successives (Beckman et Loeb, 2005 ; Bignold, 
2004 ; Bocchetta et Carbone, 2004 ; Kinzler et Vogelstein, 1996) (Figure 2). La première 
étape connue sous le nom d'initiation, désigne une altération au niveau du génome de la 
cellule sous l'action d'un facteur cancérigène. Elle consiste le plus souvent en une mutation 
ou délétion d'une ou plusieurs bases de l'ADN. La cellule acquiert ainsi des caractéristiques 
précancéreuses mais pas nécessairement transmises aux cellules filles. Dans le cas où la 
cellule initiée s'échappe du processus de réparation de l'ADN, elle passe à la phase de 
promotion qui cOlTespond à la prolifération anormale des cellules initiées (clones de 
cellules). Cette multiplication des cellules va en augmentant parallèlement aux mutations de 
l'ADN qui sont des conséquences de stimulis exogènes et endogènes. Ces promoteurs 
tumoraux incluent l'alcool, le tabac, certaines hormones, les radiations (ultraviolets solaires), 
et l'alimentation (certains corps gras), et font partie des facteurs qui contribuent au 
développement tumoral. L'influence des facteurs de croissance cellulaires et de régulation du 
cycle cellulaire est également déterminante au cours de cette phase. Toutefois l'initiation et la 
promotion tumorale entraînent un avantage prolifératif relativement bénin. C'est dans l'étape 
de la progression de la cancérogenèse que se manifeste l'accumulation de nouvelles 
mutations géniques qui confèrent aux cellules tous les signes histologiques d'une tumeur 
maligne (Weinberg, 1989). Cette transformation maligne permet aux cellules l'acquisition 
d'une capacité proliférative indéfinie et une propension à se disséminer dans d'autres sites 
que leurs sites naturels (Gupta et Massagué, 2006). 
1.1.3. La métastase 
Au cours de la cancérogenèse, la tumeur acquiert une "plasticité génétique" qui lui 
attribue une sélectivité propre au processus métastatique (Desplaces et Poupon, 1994). Cet 
événement est défini comme étant la capacité des cellules tumorales à coloniser des organes à 
distance et à proliférer, formant ainsi de nouveaux foyers tumoraux. La dissémination 
métastasique est associée à l'invasion tissulaire caractérisée par la propriété des cellules 
individuelles ou de petits amas de cellules tumorales à traverser les espaces fluides du corps. 
Les voies de métastases comprennent le liquide cépha1o-rachidien, le liquide péritonéal, la 
3 
lymphe, et le sang. Le système vasculaire représente la voie la plus fréquente de métastases 
tumorales (Crépin, 2007 ; Lee et Lim, 2007) (Figure 3) qui se manifeste par une 
intravasation des cellules tumorales dans les espaces vasculaires. Pendant 1'intravasation, les 
cellules tumorales migrent entre les cellules endothéliales des capillaires, afin d'établir un 
contact direct avec le sang conduisant à leur dispersion systémique à tous les tissus du corps. 
Par la suite, les cellules néoplasiques s'engagent dans une seconde étape de l'invasion, 
l'extravasation, à travers laquelle elles quittent la lumière du vaisseau vers le stroma 
environnant. Ces étapes d'invasion, fondamentales dans la métastase, impl iquent la 
coordination d'un certain nombre d'événements, d'adhérence cellulaire et de contractilité 
associée au remodelage protéolytique de la matrice extracellulaire (MEC) (Friedl et Wolf, 
2003). Plusieurs enzymes protéolytiques de la MEC, y compris les protéases à cystéine, les 
protéases à sérine, les protéases à aspartate et les métalloprotéases matricielles (MMPs), sont 
surexprimées et activées lors de l'invasion tumorale (Coussens et a!., 2002 ; Cuvelier et al., 
1997 ; Zhai et al., 2005). Cependant, bien que chacune de ces familles d'enzymes 
protéolytiques soit impliquée dans l'invasion tumorale et la formation de métastases, les 
MMPs représentent le groupe le plus important de ces protéases, puisque non seulement elles 
accomplissent la majorité de la protéolyse matricielle, mais elles agissent aussi comme des 
molécules régulatrices, soit en intervenant dans des cascades enzymatiques, soit en générant 
des facteurs favorisant l'angiogenèse et la croissance de la tumeur (Johansson et al., 2000 ; 
Stamenkovic, 2000 ; Stetler-Stevenson et Yu, 2001). En général, la formation des foyers 
tumoraux secondaires souvent multiples sont le siège d'une angiogenèse active. 
1.1.4. L'angiogenèse 
L'angiogenèse est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux 
préexistants. Elle joue un rôle majeur dans la croissance d'une tumeur puisque sans ce 
processus, la tumeur ne peut dépasser une taille de 2 à 3 mm3 par manque d'oxygène et de 
nutriments. De plus le processus métastatique est fortement dépendant de cette voie de 
dissémination (Folkman, 2002 ; Gupta et Qin, 2003). 
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L'angiogenèse est un phénomène complexe impliquant la prolifération et la différenciation 
des cellules endothéliales, ainsi que le remodelage de la MEC (D'Amore et Thompson, 1987 ; 
Grant et al., 1989 ; Senger, 1996). Ce processus cellulaire implique l'activité fonctionnelle 
d'une grande variété de molécules, y compris les protéines de la MEC, les facteurs de 
croissance et les récepteurs d'adhérence (Blood et Zetter, 1990 ; Brooks eL al., 1994 ; Ingber 
et Follanan, 1989). Le contrôle de ]'angiogenèse physiologique est le résultat d'une balance 
équilibrée entre les molécules activatrices et inhibitrices de l'angiogenèse (Auerbach et 
Auerbach, 1994 ; Hanahan et Folkman, 1996) (Figure 4). Toutefois, le dérèglement des 
mécanismes moléculaires qui contrôlent cet équilibre demeurent obscurs. Fait important, la 
néovascularisation tumorale se manifeste par une protéolyse de la MEC qui permet la 
migration cellulaire et la libération d'un ensemble de molécules de signalisation. En effet les 
MMPs sont impliquées dans ces processus en raison de leur action protéolytique sur les 
composantes de la MEC (Birkedal-Hansen et al., 1993 ; Werb, 1997). La MMP-2 et la MMP­
9 sont majoritairement exprimées par les cellules endothéliales situées à l'intérieur et autour 
de la tumeur ainsi que par les fibroblastes du stroma péri tumoral (Kamat eL al., 2006). Des 
études ont également montré que les MMPs de type membranaire (MT-MMP) Jouent 
également un rôle important dans l'angiogenèse, un fait confirmé par ('action des inhibiteurs 
tissulaires des métalloprotéases (TIl'v1P) sur la néo-angiogenèse dans des essais in vitro 
(Collen et al., 2003). Les effets des MMPs sont loin de se limiter à la dégradation de la MEC 
(Chang et Werb, 2001). Les facteurs de croissance peptidiques séquestrés au sein des 
protéines de la MEC sont rendus disponibles une fois que celle-ci est dégradée par les MMPs 
(Marks et al., 1999). L'augmentation de la biodisponibilité de ces médiateurs directs de 
('angiogenèse incluent VEGF (facteur de croissance de J'endothélium vasculaire), FGF 
(facteur de croissance de fibroblastes) et PDGF (facteur de croissance dérivé de plaquettes), 
ce qui joue un rôle important dans la croissance tumorale de plusieurs types de cancers 
(Bergers et al., 2000) (Figure 5). 
Puisqu'il est maintenant bien établi que le développement d'une vascularisation est un 
événement clef dans le processus tumoral, autant pour la croissance des tumeurs que pour 
leur dissémination métastatique, cibler le processus angiogénique semble une stratégie anti­
cancéreuse prometteuse (Folkman, 2003). Cette stratégie de traitement offre un vaste champ 
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d'application pUisque la plupart des cancers sont dépendants de l'angiogenèse pour leur 
développement et leur survie. 
Il existe actuellement de nombreux inhibiteurs anglOgéniques en développement pour 
différents types de cancers (côlon, pancréas, rein, tumeurs stromales gastriques.... ). Les 
agents anti-angiogéniques sont classés en inhibiteurs directs tels que les inhibiteurs de 
MMPs, inhibiteurs indirects qui inhibent certains facteurs clés du processus angiogénique 
tels que le VEGF ou son récepteur, et en inhibiteurs divers telle que la thalidomide qui 
entrave le développement des vaisseaux sanguins autour de la tumeur (Mennecier, 2007). 
Actuellement, les agents anti-angiogéniques les plus prometteurs en essais cliniques semblent 
être les inhibiteurs directs. Par ailleurs, ces études cliniques ont montré que la thérapie anti­
angiogénique ne permet pas malheureusement à elle seule d'éradiquer complètement les 
tumeurs (Ferrara et Kerbel, 2005). Cependant, plusieurs études pré-cliniques ont montré que 
la co-administration d'agents antiangiogéniques aux thérapeutiques cytotoxiques permettait 
d'augmenter l'effet anti-tumoral global du traitement (Ferra ra et Kerbel, 2005). Ainsi, la 
thérapie anti-angiogénique pourrait être complémentaire aux traitements de chimiothérapie et 
de radiothérapie conventiOimels. 
1.1.5. L'inflammation 
Les recherches réalisées au cours des deux dernières décennies ont soutenu J'idée que le 
développement tumoral est le résultat de processus impliquant à la fois les cellules 
cancéreuses et non cancéreuses avoisinantes, dans plusieurs cas la tumeur est donc 
hétérocellulaire. Un exemple de ceci est illustré par la nécessité de la néo-angiogenèse pour la 
croissance tumorale et donc la contribution des cellules endothéliales vasculaires (Folkman, 
2002). Des études épidémiologiques ont montré l'existence d'un lien causal entre 
l'inflammation chronique et le cancer (Kuper et al., 2000). Généralement, la réaction 
inflammatoire est une réponse immédiate stimulée par la présence d'une infection, d'une 
lésion ou d'une blessure, alors que les tumeurs ont été longtemps considérées comme des 
«plaies» qui ne guérissent pas (Dvorak, 1986). Ainsi, l'inflammation devient chronique et les 
cellules inflammatoires créent un microenvironnement autour de la tumeur qui contient des 
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cytokines pro-inflammatoires, et de chimiokines tels Je TNFu, IL-l, IL-6 et IL-8, ainsi que 
des enzymes protéolytiques de la matrice, des facteurs de croissance et des espèces réactives 
de l'oxygène (ROS) (Coussens et Werb, 2002). Ces médiateurs pro-inflammatoires agissent 
via diverses voies de signalisation intracellulaires, à savoir les voies des mitogen activated 
protein kinases (MAP kinases), de la phosphoinositide (PI)-3 kinase, de Janus kinase/signal 
transducer and activator oftranscription (JAK/STAT) et de nuclear factor kappa B (NF-KB) 
(Drosos, 2002 ; Piecyk et Anderson, 2001) qui sont impliquées dans la prolifération 
cellulaire, la survie cellulaire, la migration cellulaire, l'angiogenèse, ainsi que dans le 
développement tumoral. Classiquement, le facteur de transcription NF-K.B est considéré 
comme un élément clef de la réaction inflammatoire et de nombreuses stratégies 
thérapeutiques basées sur l'inhibition de ce facteur sont en cours d'évaluation (Barnes et 
Karin, 1997). 
1.1.5.1. Le rôle de la voie de signalisation NF-KR dans la progression tumorale induite 
par l'inflammation 
Initialement identifiée pour son rôle dans les cellules immunitaires, la famille de facteurs 
de transcription NF-K.B a été retrouvée dans à peu près tous les types cellulaires et joue un 
rôle primordial dans le contrôle d'une variété de processus biologiques, parmi lesquels la 
prolifération cellulaire, l'adhésion cellulaire, le remodelage tissulaire et la survie cellulaire 
(Ghosh et al., 1998). Des études récentes utilisant un modèle de colite associée au cancer ont 
fourni des preuves sur le rôle de NF-K.B dans la carcinogenèse et l'effet de l'inflammation 
dans la promotion du cancer (Karin, 2006). 
La famille de NF-K.B est composée de cmq sous-unités: NF-kappaB 1 (pSO et son 
précurseur plOS), NF-kappaB2 (pS2 et son précurseur plOO), c-Rel, RelA (p6S) et RelB. Les 
protéines NF-KB sont des activateurs transcriptionnels présents dans la cellule sous forme 
d'homo-dimères et hétéro-dimères qui partagent un domaine d'homologie N-terminal Rel, ce 
dernier contient la séquence de liaison à l'ADN (Widera et al., 2006). Le dimère le plus 
fréquent est formé de pSO/p6S, mais il existe d'autres combinaisons entre les différentes sous­
unités. Les complexes NF-KB sont normalement conservés dans le cytoplasme dans un état 
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inactif par interaction avec des protéines inhibitrices de la famille I-KB. Cette famille est 
composée de plusieurs protéines soient I-K.8a, l-K.8~, I-K.8c, l-lCBy (p 105) et I-KBÇ (p 100) 
(Hoffmann et al., 2002). En réponse à une grande variété de stimuli, tels que les cytokines 
pro-inflammatoires (TNFa et IL-l), les lipopolysaccharides bactériens, les protéines virales, 
les esters de phorbol et divers signaux de stress (radicaux libres et radiations), les protémes 
inhibitrices I-KS sont phosphorylées, par un complexe de kinases composé de trois sous­
unités: deux sous-unités catalytiques à activité sérine/thréonine kinase (IKKa et lKK~) et 
une sous-unité régulatrice NEMO/IKKy (Weil et Israel, 2006) (Figure 6). Bien que les 
données actuelles montrent que le complexe oligomérique IKK puisse être constitué 
généralement de 1'hétérodimère lKKa et IKK~, des variantes mineures du complexe IKK 
peuvent exister et impliquer la forme homodimère de IKKa ou IKK~ (Krappmann et al., 
2000). La phosphorylation de I-KB entraine l'ubiquitination et finalement sa dégradation par 
le protéasome 26S. Cette dégradation permet aux dimères p50/p65 d'être transloqués dans le 
noyau et d'activer la transcription de gènes cibles spécifiques dont les protéines aux fonctions 
anti-apoptotiques (Magné et al., 2004). Cette faculté à promouvoir la survie cellulaire a 
confirmé l'intérêt déjà porté à NF-KS en cancérologie. De plus, NF-KB contrôle la 
prolifération cellulaire à travers l'expression de gènes codant pour des facteurs de croissance 
tels que IL-2, G-CSF et GM-CSF ou de régulateurs du cycle cellulaire tels la cycline DI et c­
myc (Sirvent et al., 2003). La famille NF-lCB participe à la néo-angiogenèse via l'expression 
de l'IL-S et du VEGF et peut favoriser la dissémination métastatique par l'induction de 
MMPs (Sirvent et al., 2003). Il est également considéré comme un facteur de résistance à la 
chimiothérapie par l'induction de l'expression de MDR (protéine Multi-Drug Resistance) 
(Baldwin, 2001). En outre, des études ont montré le rôle du facteur de transcription NF-KB 
dans le contrôle de l'expression d'un autre modulateur pro-inflammatoire soi t la 
cyclooxygénase-2 (Cox-2) qui est impliqué dans la transformation et l'évolution de la 
malignité tumorale de plusieurs types de cancers (Williams et al., 2000). Une activation 
constitutive de NF-K.8 apparaît donc en mesure d'induire ou de conforter chacune des 
caractéristiques fondamentales d'une cellule cancéreuse dans plusieurs types de tumeurs 
solides et d'hémopathies malignes telles la maladie de Hodgkin, la leucémie lymphoïde 
chronique, la leucémie aiguë myéloblastique, le neuroblastome, le cancer du sein et du 
cerveau (Karin et al., 2002). 
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1.1.5.2. La contribution de la protéine pro-inflammatoire Cox-2 dans la carcinogenèse 
Depuis la fin des années 1970, les chercheurs se sont intéressés à savoir si la pnse 
régulière des médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens peut réduire le risque de 
cancer par l'inhibition de la synthèse des prostaglandines (PGs). Effectivement, il apparaît 
que cet effet soit observé dans le cas du cancer du côlon (Tsuj il eL al., 1998). Les cyclo­
oxygénases (Cox) sont des enzymes clés impliqués dans la synthèse d'une variété de PGs. Les 
Cox existent dans les cellules sous deux isofonnes : Cox-1 et Cox-2, avec une structure et 
une fonction très semblable. Elles possèdent un site spécifique de fixation de l'acide 
arachidonique permettant la production de PGs mais elles sont codées par des gènes 
différents (Smith eL al., 2000). En effet le gène de Cox-l est situé sur le chromosome 9 alors 
que celui de Cox-2 est situé sur le chromosome 1. Cox-l est exprimée de façon constitutive 
dans la plupart des tissus et semble être responsable de la production des PGs qui 
interviennent dans les fonctions physiologiques. Par contre, Cox-2 n'est observée que dans 
certains tissus tels que le cerveau, l'estomac, les reins et l'endothélium vasculaire 
(Kolaczkowska eL al., 2009). Son expression est induite par des cytokines, des facteurs de 
croissance, des mitogènes et des promoteurs de tumeurs. Elle contribue à la synthèse des PGs 
dans des tissus inflammés et néoplasiques. De plus, le promoteur du gène de Cox-2 possède 
plusieurs éléments de réponse à des facteurs de transcription dont AP-2, NF-IL6 et NF-K8 
(Yamamoto eL al., 1998) (Figure 7). L'élément de réponse à NF-KS est localisé à deux sites 
consensus dans la région promotrice du gène de Cox-2: le site de NF-KB 5' (5'­
GGCGGGAGA TGCGCCCCC-3') situé entre -455 à -428 bases à partir du site d'initiation de 
la transcription et le site NF-KS 3' (5'-CAGGAGAGT CCCTCTGCT-3') situé dans un 
interval de -232 à -205 bases à partir du site de début de la transcription (Appleby et al., 
1994). NF-KS 5' a été démontré avoir un rôle dans le mécanisme d'induction de Cox-2 par 
TNFa (facteur de nécrose tumorale) dans une lignée cellulaire d'ostéoblastes murins 
(Yamamoto et al., 1995). Alors que NF-KS 3' peut jouer un rôle dans l'induction de Cox-2 
par les lipopolysaccharides et l'ester de phorbol de concert avec le NF-IL-6 (lnoue eL al., 
1995). 
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De ce fait, la surexpression de Cox-2 qui peut être induite par une stimulation 
transcriptionnelle constitutive de NF-KB est observée dans plusieurs types de néoplasies 
notarrunent des cancers du larynx, de la cavité buccale et du pharynx, de l'œsophage, du 
pancréas, des reins, de la vessie et du poumon (Shishodia et Aggarwal, 2004). De plus, il se 
trouve qu'une augmentation de l'expression de Cox-2 au sein des gliomes est corrélée avec le 
grade tumoral des gliomes (Castel1i et al., 1989 ; Paoletti et al., 1989 ; Temel et Kahveci, 
2010). Enfin, des travaux effectués dans notre laboratoire ont démontré J'existence d'un axe 
de signalisation MTI-MMP/Cox-2 dans les cel1ules souches CDI33(+) enrichies d'une lignée 
cel1ulaire de tumeur cérébrale, suggérant que les MMPs sont liées à Cox-2 dans la médiation 
de la cancérogenèse (Annabi et al., 2009). 
1.2. Les métaJloprotéinases de la matrice extracellulaire 
1.2.1. La matrice extracellulaire 
La matrice extracel1ulaire (MEC) est une structure complexe composée en grande partie 
de col1agènes, de glycoprotéines et de protéoglycanes (Timpl et Brown, 1996). Ces molécules 
ont un rôle de soutien structurel pour les cellules de même qu'un rôle biochimique de 
signalisation (Coussens et Werb, 1996 ; Egeblad et Werb, 2002). Au niveau de la MEC se 
trouvent également plusieurs facteurs et inhibiteurs de croissance, souvent liés aux différents 
col1agènes. La MEC est constamment renouvelée et subit de profonds remaniements au cours 
de phénomènes physiologiques tels que la morphogenèse (incluant l 'angiogenèse), la 
cicatrisation, l'ossification, le cycle menstruel et l'involution des glandes mammaires post­
lactation (Vu et Werb, 2000). La modulation de la disponibilité et les niveaux des molécules 
de la MEC peut avoir des conséquences importantes dans diverses pathologies telles que la 
sclérose en plaques, la maladie d'Alzheimer et le développement de cancers (Forget et al., 
1999). Parmi les enzymes protéolytiques essentiel1es impliquées dans la dégradation de la 
MEC, on trouve les MMPs. Au début des années 70, la corrélation entre l'expression d'une 
activité protéolytique des MMPs et la capacité invasive ainsi que la croissance des cellules 
tumorales était déjà bien établie. 
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1.2.2. Classification et structure des M1VIPs 
Comme leur nom l'indique, les MMPs représentent une grande famille d'enzymes 
protéolytiques qui nécessitent la présence d'un ion métallique (zinc et calcium) pour leur 
activité enzymatique. Les MMPs peuvent être classées en 6 sous-familles en fonction de leurs 
différences structurales: les matrilysines, les collagénases interstitielles, les stromélysines, 
les gélatinases, les MMPs de type membranaire et enfin la sixième sous-famille qui forme un 
groupe hétérogène (Nelson et al., 2000) (Figure 8). Les MMPs possèdent des structures dont 
les séquences présentent certaines homologies qui sont conservées entre elles. Toutes les 
MMPs possèdent à leur extrémité N-terminale un pré-domaine, nécessaire à leur transport 
intracellulaire jusqu'à la surface cellulaire qui est éliminé au cours de leur synthèse dans le 
réticulum endoplasmique (Bode et al., 1999). Ce pré-domaine est suivi d'un pro-domaine 
responsable du maintien des MMPs sous forme inactive grâce à une séquence peptidique 
comprenant un résidu cystéine qui interagit avec le site catalytique des MMPs (Van Wart et 
Birkedal-Hansen, 1990). Ce dernier est caractérisé par une séquence qui contient trois résidus 
histidines qui chélatent l'atome de zinc du site actif (Massova et al., 1998). À l'exception de 
la MMP-7 et de la MMP-26 (matrilysine-l et -2), la plupart des MMPs possèdent un 
quatrième domaine C-terminal, hémopexine-like, qui présente une similarité structurale avec 
l'hémopexine et la vitronectine (Murphy et Docherty, 1992). Ce domaine est responsable de 
la liaison des MMPs à leurs substrats, ainsi qu'aux inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs) 
(Stamenkovic, 2000). Il a été démontré que l'activation de la proMMP-2 se fait via 
l'interaction de son domaine C-terminal avec la MTI-MMP, ainsi que son interaction avec 
TIMP-l et TIMP-2 (Murphy et Docherty, 1992). Le domaine hémopexine est relié au 
domaine catalytique par une région charnière riche en résidus prolines qui semble influencer 
également la liaison des MMPs à leurs substrats (Nagase et Woessner, 1999). En outre, la 
gélatinase A (MMP-2) et B (MMP-9) contiennent, de plus, un domaine de type II de la 
fibronectine relié à leur domaine catalytique permettant à ces gélatinases de dégrader le 
collagène et l'élastine (Cuvelier et al., 1997 ; Nagase et Woessner, 1999). 
Ainsi, toutes les MMPs sont secrétées dans le milieu extracellulaire, excepté six d'entre­
elles qui sont ancrées dans la membrane plasmique grâce à un domaine transmembranaire 
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localisé à leur extrémité C-terminale suivie par un court domaine cytosolique qui sert pour la 
transduction de signal intracellulaire (Stocker et al., 1995). En raison de leur localisation 
membranaire, ces enzymes jouent un rôle unique par rapport aux MMPs sécrétées dans la 
dégradation localisée de la MEC. En effet, la MTI-MMP est une des MMPs membranaires la 
plus étudiée comme contributeur au processus d'invasion tumorale et dans la formation de 
métastases (Nakada et al., 2001). Il a été aussi démontré que la MT I-MMP participe aux 
mécanismes impliqués dans la résistante à la chimiothérapie et à la radiothérapie dans les 
cellules tumorales cérébrales (Wild-Bode et al., 2001). 
1.2.3. Expression et régulation de MTI-MMP 
1.2.3.1. L'expression génique 
Les MMPs sont généralement exprimées à des niveaux très bas dans les cellules saines. 
Toutefois, lors des circonstances physiopathologiques qui exigent le remodelage de la MEC, 
le niveau d'expression des MMPs peut être induit (Kahari et Saarialho-Kere, 1999). 
L'expression de la majorité des gènes des MMPs est induite par des facteurs de croissance 
tels le facteur de croissance de l'épiderme (EGF), par des cytokines pro-inflammatoires 
comme le TNF-et. et J'interleukine 1 bêta (IL- J~), et par des esters de phorbol (Birkedal­
Hansen et al., 1993). Ces médiateurs entrainent l'activation des voies de signalisation 
intracellulaire, IKB kinase et MAP kinase, aboutissant au recrutement nucléaire de différents 
facteurs transcriptionnels tels AP-I ou NF-tc.B (Firestein et Manning, 1999 ; Ninomiya-TsuJi 
et al., 1999) qui vont réguler à la hausse la transcription des MMPs (Figure 9). En effet, il a 
été démontré que la stimulation de la voie NF-tc.B par TNF-et. induit l'expression de MTI­
MMP dans les fibroblastes dermiques humains (Han et al., 2001 b). De plus, une 
surexpression de MT1-MMP dans les cellules endothéliales stimulées par les facteurs pro­
angiogéniques tels le VEGF et le TNF-et. confirme le rôle de cette protéine dans les 
mécanismes d'angiogenèse et de croissance tumorale (Lafleur et al., 2002). Jusqu'à présent, 
MTl-MMP est la seule MMP qui est rigoureusement coexprimée avec la MMP-2 et le TIMP­
2 (Stemlicht et Werb, 2001), principalement au niveau des cellules stromales (Okada et al., 
1995 ; Polette et al., 1997). Cette coexpression concorde avec l'activation de la proMMP-2, 
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ce qui suggère un rôle essentiel pour la MT I-MMP dans l'invasion tumorale et les métastases 
(Genîs et al., 2006). 
1.2.3.2. Le rôle classique de MTI-MMP : l'activation de la proMMP-2 
La plupart des MMPs sont des enzymes protéolytiques synthétisées sous forme de 
zymogènes inactifs. Leur activation nécessite le clivage de leur prodomaine par des 
protéinases et peut être inhibée par différents inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMP). Un 
déséquilibre en faveur de la forme active versus la forme latente de la MMP-2 est corrélé 
avec le phénotype invasif de divers cancers (Azzam et al., 1993 ; Brown et al., 1993). 
L'activation de la MMP-2 est uniquement observée à la membrane plasmique des cellules et 
fait intervenir la MTI-MMP. Le processus d'activation est basé sur la formation d'un 
complexe trimoléculaire entre MTI-MMP, TIMP-2 et proMMP-2 qui se forme à la surface 
des cellules (Figure 10). Dans un premier temps, MTI-MMP se lie via son domaine 
catalytique au domaine N-terminal de TIMP-2. Le complexe MTI-MMP/TIMP-2 seli alors 
de récepteur pour proMMP-2 (Butler et al., 1998). En fait, l'interaction entre ces deux 
molécules s'accomplit via le domaine C-terminal du TIMP-2 et le domaine hémopexine de 
proMMP-2. Une fois le complexe MTI-MMP/TIMP-2/proMMP-2 formé, une deuxième 
molécule de MTI-MMP avoisinante active et libre, clive proMMP-2 au site AsnJ7 _LeuJ8 de 
son prodomaine. Dans un deuxième temps, la liaison Asn80-Tyr81 du prodomaine de MMP-2 
est clivée soit par auto-clivage, soit par action de la plasmine (Baramova et a!., 1997) ou 
d'autres MMPs actives (MMP-l, -2 et -7), afin de générer la forme active de la MMP-2 
(Strongin et al., 1995). 
Dans ce mécanisme, TIMP-2 joue un rôle d'activateur et non d'inhibiteur en agissant 
comme une molécule adaptatrice. En effet, la concentration péricellulaire de TIMP-2 semble 
décisive pour l'activation de la proMMP-2 par MTI-MMP, puisque l'activation de 
proMMP-2 n'est possible qu'à de faibles concentrations de TIMP-2, suffisantes pour la 
formation du complexe trimoléculaire MTI-MMP/TIMP-2/proMMP-2, tandis qu'un excès de 
TIMP-2 peut saturer toutes les MTI-MMP requises pour la protéolyse de proMMP-2 (Butler 
et a!., 1998 ; Latleur et al., 2003) (Figure 10). Néanmoins, certains agents tels que la 
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Concanavaline-A (Con-A), une lectine végétale (Yu et al., 1995), les esters de phorbol (Lohi 
et Keski-Oja, 1995), la Cytochalasine-D (Cyto-D), un agent perturbateur de cytosquelette 
(Ailenberg et Silverman, 1996 ; Tomasek et al., 1997), sont impliqués dans l'activation de 
proMMP-2, mais cet effet est simplement lié à une augmentation de l'expression de la MTl­
MMP (Murphy et al., 1999). 
En principe, MTI-MMP est synthétisée sous une proforme de 66 k.Da qui est activée de 
façon constitutive en une forme de 60 l<Da durant son transit dans le Golgi. Il a été également 
montré que MT1-MMP sous forme active peut subir un auto-clivage menant à une forme 
inactive de 43 kDa (Lehti et al., 1998) (Figure Il). Cette forme est retrouvée dans plusieurs 
types cellulaires qui expriment l'enzyme constitutivement ou suite à l'expression de MTl­
MMP recombinante (Osenkowski et al., 2004). Puisque l'expression de la forme de 43 kDa 
est augmentée de façon significative dans les conditions où l'activation de proMMP-2 est 
stimulée (Annabi et al., 2001 ; Gingras et al., 2000), la présence de cette forme a été associée 
à une augmentation de l'activité de MTI-MMP (Lehti et al., 1998; Osenkowski et al., 2004). 
En plus d'être un activateur de proMMP-2, MTI-MMP est également Llne enzyme dégradant 
un large éventail de protéines de la MEC incluant la fibrine (Hiraoka et al., 1998), les 
collagènes de type l, Il et III, les laminines 1 et 5, la vitronectine et la fibronectine (Annabi et 
al., 2005; D'Ortho et al., 1997; Ohuchi et al., 1997). 
1.2.4. Inhibiteurs biologiques et synthétiques des MMPs 
1.2.4.1. Inhibiteurs endogènes 
À part l'a2-macroglobuline, qui peut inhiber de façon non spécifique les MMPs dans le 
plasma, les TIMPs sont des inhibiteurs tissulaires clé des MMPs. Il existe actuellement quatre 
membres de la famille TIMP (TJJv1P-l, TJJv1P-2, TIMP-3 et TJJv1P-4), chacun présentant une 
régulation transcriptionnelle, des propriétés biochimiques et un trait structurel distinctifs. À 
l'exception de TJJv1P-3, qui est séquestrée dans la membrane plasmique, les trois autres 
TJJv1Ps (TJJv1P-l, TJJv1P-2 et TJJv1P-4) sont sécrétées par de nombreux types cellulaires tels 
que les kératinocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales et par plusieurs lignées 
cellulaires tumorales telles les cellules d'adénocarcinomes pulmonaires, les cellules de 
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mélanomes humains et les cellules de lymphomes. Les TIMPs sont capables d'inhiber les 
MMPs avec un certain degré de spécificité. Les TIMP-I et TIMP-2 peuvent se complexer à 
la proMMP-9 et la proMMP-2 respectivement. Ces deux TIMPs se lient spécifiquement aux 
progélatinases par leurs domaines C-terminaJ et le complexe TIMP-I/MMP-9 ou TIMP­
2IMMP-2 est capable d'inhiber d'autres MMPs. Par ailleurs, TIMP-3 inhibe l'activité de 
MMP-l, -2, -3, -9 et -13 et TIMP-4 inhibe l'activité de MMP-l,-2, -3, -7 et -9 (Apte et al., 
1995 ; Kniiuper et al., 1996). Il est clair que l'équilibre entre les MMPs et les TIMPs semble 
critique pour l'activité des MMPs et dans la dégradation de la MEC subséquente. 
Étant donné que la MTI-MMP est exprimée à la surface cellulaire sous une forme active 
(Jiang et al., 2001 ; Toth et al., 2002), la régulation de son activité est une étape critique qui 
fait intervenir des mécanismes différents des autres membres de la famille des MMPs. En 
effet, de récentes observations ont montré l'existence d'un autre régulateur négatif de la 
MTI-MMP nommé RECK (reversion-inducing-cysteine rich protein with Kazal motifi), une 
glycoprotéine ancrée à la membrane par un groupement GPI (Oh et al., 2001). RECK 
intervient dans la régulation de l'internalisation de MTl-MMP au niveau de vésicules 
d'endocytose. Ainsi, l'activité de MTI-MMP est diminuée suite à une limitation de celle-ci à 
la surface cellulaire. Des souris déficientes pour RECK présentent une dégradation excessive 
de la MEC aboutissant à une déstabilisation des vaisseaux en formation et à une létalité 
embryonnaire (Oh et al., 2001). 
1.2.4.2. Inhibiteurs synthétiques 
Le rôle important des MMPs dans la progression tumorale en a fait une cible 
thérapeutique anticancéreuse. Plusieurs inhibiteurs synthétiques des MMPs ont été 
développés durant ces dernières années afin de contrôler la formation de métastases et 
l'angiogenèse tumorale. La plupart de ces inhibiteurs ont la caractéristique de porter un acide 
hydroxamique, un acide carboxamique, phosphonamidate, thiol ou autres groupes 
fonctionnels qui chélatent le Zn2 + du site catalytique des MMPs, ce qui entraine leur 
inhibition. Certains de ces inhibiteurs tels que batimastat (BB94) et Marimastat (BB2516), 
inhibiteurs hydroxamates, ont été développés pour cibler un large spectre des MMPs. 
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D'autres inhibiteurs synthétiques des MMPs ont été développés avec un profil plus sélectif 
d'inhibition. Des tests sur des modèles tumoraux primaires de divers cancers humains (côlon, 
pancréas, sein, prostate, ovaire, foie, poumon, gliome, mélanome) menés avec les inhibiteurs 
synthétiques des MMPs ont démontré une inhibition de l'angiogenèse, une réduction de 
l'invasion locale et de la croissance tumorale avec une augmentation de la mort cellulaire. En 
outre, lorsque ces inhibiteurs sont co-administrés avec des agents cytotoxiques comme le 
carboplatine et le taxol, l'efficacité du traitement est plus élevée par rapport au médicament 
seul, démontrant l'utilité de la thérapie par combinaison contre la croissance tumorale 
(Drummond et a!., 1999 ; Shalinsky et al., 1999). Bien que les résultats obtenus avec ces 
inhibiteurs dans des expériences précliniques sont encourageants, l'effet secondaire majeur de 
la plupart de ces médicaments chez l'homme tels que la douleur musculo-squelettique dans 
les articulations causée par l'inflammation et la fibrose a été observé dans des cas de cancers 
avancés. En effet, cette toxicité a été initialement décrite lors de l'administration prolongée 
de Marimastat (Wojtowicz-Praga et al., 1998). Ainsi, le développement de nouveaux 
inhibiteurs synthétiques qui ciblent de façon plus sélective les MMPs impliqués dans la 
promotion du cancer, à savoir la MMP-2, MMP-9 et les MT-MMPs, pourrait être plus 
avantageux pour le traitement du cancer. 
1.3. Glioblastomes et thérapies 
1.3.1. Glioblastomes 
Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, les cancers cérébraux primitifs relatifs aux 
gliomes sont classés en quatre grades. Ce système de gradation, correspond à une échelle de 
malignité qui constitue actuellement l'outil pronostique le plus fiable. Les glioblastomes 
multiformes (GBM) sont des tumeurs astrocytaires malignes de grade IV les plus fréquentes 
chez l'adulte, ils représentent 50% des cas de gliomes (Grossman et Batara, 2004). 
L'espérance de vie moyenne d'une personne diagnostiquée pour un GBM est de 9 à 15 mois 
(Grossman et Batara, 2004). Dix pourcents des GBM secondaires se développent à partir 
d'un astrocytome diffus de grade II, alors que la majorité des GBM apparaît en tant que 
tumeurs primaires (Tysnes et Mahesparan, 2001). Les anomalies génétiques qui caractérisent 
la tumorigenèse des GBM primaires et secondaires sont variées. Les GBM secondaires sont 
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fortement marqués par une mutation ou une délétion du gène suppresseur de tumeur p53 
(Nozaki et al., 1999) alors que les GBM primaires, dit « de novo », présentent une biologie 
différente avec des altérations multiples, notamment celle d'un autre gène suppresseur de 
tumeur CDKNA (cyclin-dependent kinase inhibitor lA) et surtout de la phosphatase 
suppresseur de tumeur PTEN (Nozaki et al., 1999). La majorité de GBM exprime également 
des niveaux élevés de VEGF avec une corrélation forte entre le VEGF et les niveaux 
d'expression de gène MTI-MMP. Un double immunomarquage a montré que le VEGF et 
MTI-MMP sont co-localisés dans des tumeurs de GBM humains et des cellules 
endothéliales. 
Le traitement de ces tumeurs repose sur l'ablation de la masse cancéreuse, lorsqu'elle est 
possible, sur la radiothérapie et sur la chimiothérapie (Gilbert et Loghin, 2005). Cependant, 
ces options thérapeutiques ont malheuresement un impact limité à cause de la nature 
infiltrante et agressive de la tumeur (Fujimaki, 2005 ; Gilbert et Loghin, 2005). Ainsi, un 
ciblage spécifique des molécules impliquées dans les signatures de malignité de GBM 
pourrait être une nouvelle approche thérapeutique qui améliorera la survie des patients 
atteints de GBM. 
1.3.2. Ciblage pharmacologique des fonctions de MTI-MMP 
Les rôles cruciaux qu'exerce MTl-MMP à différents niveaux de la progression tumorale, 
ainsi que son implication dans la résistance à la chimiothérapie et la radiothérapie, font de 
cette enzyme une cible thérapeutique pour le développement de médicaments anticancéreux. 
Malgré tous les effolis déployés par l'industrie pharmaceutique à cet égard, les résultats 
d'essais cliniques impliquant les inhibiteurs de MMPs n'ont pas été concluants. Sur cette base, 
le ciblage sélectif des fonctions de MTI-MMP ne pourrait être efficace sans acquérir une 
connaissance approfondie des mécanismes moléculaires impliqués. Bien que les mécanismes 
exacts impliqués dans ces effets ne soient pas encore bien élucidés, ils pourraient impliquer 
l'inhibition de l'activité protéolytique extracellulaire de la MT I-MMP ou bien son domaine 








Figure 1: Les six principales propriétés acquises par les cellules cancéreuses 
responsables du caractère malin des tumeurs. Les cellules cancéreuses sont caractérisées 
par six altérations essentielles de leur physiologie, soit la résistance à l'apoptose, 
l'autosuffisance en facteurs de croissance, ['insensibilité aux signaux inhibiteurs de 
croissance, l'invasion tissulaire et les métastases, le potentiel réplicatif illimité et 
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Figure 2: Les principales étapes d'initiation, de promotion et de progression de la 
cancérogenèse. Le concept de cancérogenèse est un processus multi-étapes: 1) l'étape 
d'initiation qui désigne une altération au niveau du génome de la cellule sous l'action d'un 
facteur cancérigène, elle consiste le plus souvent en une mutation ou délétion d'une ou 
plusieurs bases de l'ADN, 2) ensuite l'étape de promotion qui est un processus par lequel les 
cellules initiées sont exposées à un promoteur tumoral (facteurs de croissance ou certaines 
hormones) et subissent une expansion clonale. Cette multiplication des cellules va en 
augmentant parallèlement aux mutations de ['ADN, 3) et enfin la progression où se manifeste 
l'accumulation de nouvelles mutations géniques qui confèrent aux cellules tous les signes 
histologiques d'une tumeur maligne Cette transformation maligne permet aux cellules 
l'acquisition d'une capacité proliférative indéfinie et un potentiel invasif vers d'autres sites 
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Figure 3: Les différentes étapes par lesquelles les cellules cancéreuses se propagent à 
partir de la tumeur primaire vers un site distant dans le corps. Le processus de métastase 
implique l'intravasation des cellules tumorales dans la circulation sanguine, et leur 
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Figure 4: La balance entre les facteurs activateurs et inhibiteurs lors du processus de 
l'angiogenèse. Au plan moléculaire, le processus angiogénique est finement contrôlé par une 
balance d'inducteurs et d'inhibiteurs produits par des cellules normales ou tumorales. Dans les 
tissus sains, il existe un équilibre entre les facteurs pro-angiogéniques (VEGF et bFGF) et 
anti-angiogéniques (angiostatine, endostatine, interféron-a, ~ et y, et certaines interleukines 
telles IL-4, 12 et 18). Ces derniers sont sous-exprimés, surexprimés ou dérégulés dans les 





Figure 5: Les événements principaux de l'angiogenèse. Les cellules tumorales ainsi que 
les cellules qui entourent la tumeur (les cellules endothéliales, inflammatoires et les 
fibroblastes) surexpriment des métalloprotéases matricielles (MMPs) qui agissent sur la 
dégradation de la membrane basale vasculaire. De plus, une biodisponibilité des facteurs de 
croissance (VEGF, bFGF, PDGF) induit la prolifération des cellules endothéliales ce qui 
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Figure 6: Les familles de protéines NF-KR, IKB, et IKK. Les membres de NF-kappa B, 1­
lCB, et les protéines IKK sont illustrés. Les modifications post-traductionnelles qui influence 
l'activité de IKK oU l'activation transcriptionnelle sont indiquées par P, U ou Ac pour la 
phosphorylation, l'ubiquitination ou acétylation, respectivement. Les inhibiteurs et les sites 
de phosphorylation et ubiquitination sur pIOO, pIOS, et les protéines I-lCB qui modulent la 
dégradation par le protéasome sont indiqués avec Ps et Us, respectivement. RHD, domaine 
d'homologie Rel; TAD, le domaine de la transactivation; LZ, domaine leucine zipper; GRR, 
région riche en glycine; HLH, domaine hélice-boucle-hélice; Z, domaine en doigt de zinc; 
CCII2, coi led-co il domaines; NBD, NEMO-binding domain; MOD / UBD, le domaine 
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Figure 7: Séquence promotrice et induction du gène Cox-2. Cette isoforme est induite par 
un grand nombre de facteurs comme les facteurs de croissance (EGF: «epidermal growth 
factoD>, PDGF : «platelet derived growth factor», TGF~ : «transforming growth factor ~»), 
les cytokines (IL-la et ~, IL-3, TNFa), les mitogènes (esters de phorbol, forskoline), les 
proliférateurs de peroxysomes ou les endotoxines (Yamamoto et al., 1998). 
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Figure 8: Classification des MMPs. Les MMPs sont groupées en six classes en fonction de 
leur structure. Toutes les MMPs possèdent au moins trois domaines structuraux distincts: un 
pré-domaine, qui permet aux MMPs d'être sécrétées dans le milieu extracellulaire; un pro­
domaine, qui contient une cystéine libre permettant le maintien des MMPs sous leur forme 
latente et dont le clivage est requis pour l'activation de l'enzyme; un domaine catalytique, qui 
renferme le site actif de MMPs. La plupali des MMPs possèdent également un domaine 
hémopexine, qui est impliqué dans la liaison des MMPs à leur substrat. De plus, certaines 
MMPs contiennent d'autres domaines tels 1) le domaine transmembranaire permettant la 
localisation des MT-MMP à la membrane cellulaire; 2) un domaine de type II de la 
fïbronectine impliqué également dans la reconnaissance des substrats (Adaptée de Chantrain 
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Figure 9: Les voies de signalisation impliquées dans le contrôle de l'expression des 
MMPs. Sous l'effet de l'EGF, l'ILl ~ et/ou du TNFa, les deux grandes voies de signalisation, 
I-KB kinase et MAPKinase, sont activées aboutissant ainsi aux recrutements nucléaires de 
différents facteurs transcriptionnels tels AP-I ou NF-lCB qui vont réguler positivement la 
transcription des MMPs (Adaptée de Rannou et al., 2005 ). (Ré 
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Figure 10: Mécanisme d'activation de la proMMP-2. (a) La métalloprotéinase matricielle 
membranaire de type-l (MTI-MMP) se lie via son domaine catalytique au domaine N­
terminal de l'inhibiteur tissulaire de métalloprotéinases-2 (TIMP-2) à la surface cellulaire. Ce 
complexe binaire agit alors comme un récepteur pour la proMMP-2, via le domaine C­
terminal du TIMP-2. Une molécule de MTl-MMP active et libre à proximité peut alors cliver 
le propeptide du la proMMP-2, générant une forme intermédiaire. En outre, la protéolyse du 
propeptide qui résulte soit d'un auto-clivage, soit par action de la plasmine, ou d'autres 
MMPs actives amène à la production de l'enzyme en pleine activité. L'activation de la 
proMMP-2 dans ce modèle n'est possible que si la concentration de TIMP-2 est faible et 
suffisante pour générer le complexe trimolécularaire. (b) À des niveaux élevés de TlMP-2, 
cette dernière se lie et inhibe toutes les MTl-MMP requises pour la protéolyse du propeptide, 
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Figure 11: Domaines structuraux de la MTI-MMP. Pré/Pro: Pré/Propeptide; domaine 
catalytique; H: domaine charnière (hinge); domaine hémopexine; L: domaine «Iinker»; TM: 
domaine transmembranaire; CT: domaine cytoplasmique. 
CHAPITRE II 
PROJET DE RECHERCHE 
2.1. Problématique 
L'étude des MMPs est un domaine en pleine expansion du fait de leur implication à divers 
stades de la progression tumorale. Depuis sa découverte, la MTl-MMP a été la MMP la plus 
étudiée (Itoh et Seiki, 2004). Elle est désormais reconnue comme étant une enzyme 
essentielle impliquée dans le remodelage de la MEC, dans la migration de diverses cellules 
cancéreuses et endothéliales, ainsi que dans l'angiogenèse et la métastase (Beliën et al., 1999 
; Koshikawa et al., 2000 ; Rozanov et a!., 2001). La MT1-MMP, dont les fonctions 
protéolytiques sont bien documentées, a été identifiée à l'origine comme un récepteur et un 
activateur spécifique de la proMMP-2 à la surface cellulaire (Sato et al., 1994). L'acti vation 
de la proMMP-2 par la MT1-MMP a été étroitement reliée au potentiel invasif de plusieurs 
types de cellules tumorales entre autre les cellules de glioblastomes humains. De pius, 
l'augmentation de l'expression de MTI-MMP est aussi corrélée histologiquement avec le 
grade malin des gliomes (Lampert et a!., 1998 ; Ozen et al., 2004). Compte tenu de ces 
données, un ciblage efficace des fonctions de MT1-MMP nous apparaît alors comme une 
stratégie judicieuse dans l'identification et le développement de nouvelles molécules capables 
de bloquer la progression tumorale. 
De par sa structure, la MT1-MMP est capable d'interagir autant avec l'environnement 
extracellulaire qu'avec des partenaires moléculaires intracellulaires. Parmi ses différents 
domaines structuraux, le domaine cytoplasmique de MTl-MMP joue un rôle important dans 
j'endocytose de la protéine (Labrecque et al., 2004), dans la transduction de signaux qui 
régulent la balance entre la survie et la mort cellulaire (Belkaid et al., 2007 ; Fortier et al., 
2008), et la radiorésistance des cellules gliales (Wild-Bode et al., 2001). Toutefois, le rôle du 
domaine cytoplasmique de MT1-MMP dans la transduction de signaux intracellulaires 
demeure encore h'ès peu documenté. Notre groupe a monh'é récemment l'existence d'un axe 
de signalisation entre MT1-MMP et le modulateur pro-inflammatoire Cox-2 dans une 
population de cellules souches cancéreuses CD133(+) dérivée d'une lignée de glioblastome. 
29 
L'identification des effecteurs moléculaires en aval de MTl-MMP responsables de 
l'induction de l'expression de Cox-2 dans les glioblastomes humain U87, nous permettrait 
d'entrevoir le développement de nouvelles voies d'inhibition de la fonction intracellulaire de 
MTl-MMP à des fins thérapeutiques. 
2.2. Hypothèses de travail 
Hypothèse 1: L'actinonine possède des effets anti-angiogéniques en ciblant 
l'aminopeptidase N (APN/CDl3), une métalloprotéase transmembranaire surexprimée dans 
certaines tumeurs solides et hématologiques. Nous émettons l'hypothèse qu'un inhibiteur, tel 
que l'actinonine, pourrait avoir une fonction spécifique double qui enh-averait les protéases 
membranaires telles APN/CDl3 et MTl-MMP. 
Hypothèse 2: Du fait que la voie de signalisation de NF-K8 soit impliquée dans le 
processus inflammatoire reflété par l'expression de Cox-2 et qu'il existe un axe de 
signalisation entre la MTl-MMP et Cox-2 dans les CSC CDl33(+), nous émettons 
l'hypothèse que MTl-MMP pourrait être un point d'initiation de signalisation intracellulaire 
contrôlant l'expression de multiples gènes impliqués dans la progression tumorale cérébrale 
tels que Cox-2 en mettant en jeu des effecteurs moléculaires clés de la voie de NF-KS. 
2.3. Objectifs de recherche 
Le premier objectif de ma recherche était d'évaluer biologiquement l'action de 
l'actinonine et sa capacité à inhiber la fonction catalytique de MTl-MMP responsable de 
J'activation de la proMMP-2 dans les cellules de gliome U87. Le second objectif de ma 
recherche était de déterminer les acteurs clés impliqués dans l'axe de signalisation MTl­
MMP/Cox-2 en utilisant des modèles cellulaires de fibroblastes embryonnaires de souris 
(MEFs) mutés pour différents membres des protéines kinases IKK (MEF-IKKo.·1', IKKfJ/. et 
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Abstract 
Recent profiling has identified the aminopeptidase N/CD 13 inhibitor actinonin as a selective 
soluble secreted matrix metalloproteinase (MMP) inhibitor. Given that actinonin's effects 
against membrane-bound MMPs remain unknown and that MTI-MMP has been linked to 
chemo- and radio-therapy resistance in brain tumor development, we therefore assessed 
MTl-MMP functional inhibition by actinonin in U87 glioblastoma cells. We show that 
actinonin inhibits concanavalin-A (ConA)-induced proMMP-2 activation, while it does not 
inhibit ConA-induced MTl-MMP gene expression suggesting post-transcriptional effects of 
the drug possibly mediated through the membrane-anchored protease regulator RECK. 
Specifie gene silencing of MTl-MMP with siRNA abrogated the ability of ConA to activate 
proMMP-2. Functional recombinant MTI-MMP whose constitutive expression led ta 
proMMP-2 activation was also efficiently antagonized by actinonin. We provide evidence for 
actinonin's new therapeutic application in the direct targeting of MTI-MMP-mediated 
proMMP-2 activation, an essential step in both brain tumor infiltration and in brain tumor­
associated angiogenesis. 




Actinonin has been ascribed several inhibitory activities, amongst which inhibition of 
transmembrane protease aminopeptidase N (APN)/CD 13 [1] and peptide deformylase [2, 3], 
as weil as antiproliferative effects against human tumor cells [4] were reported. Tumor­
infiltrating T ceUs in renal and lung cancers [5, 6] as weil as in tumoral, but not normal, 
vasculature [7], are ail characterized by high APN/CD13 levels, and also represent potential 
targets for actinonin. While enhanced expression of membrane and/or soluble forms of 
APN/CDI3 is observed in many cancers [8-11], it must be pointed out that actinonin, 
intriguingly, also inhibited the growth of both CD13-positive myeloid and CD13-negative 
Iymphoma celllines, suggesting that the effects induced by actinonin are unlikely to be solely 
mediated by CD13 inhibition [12]. Furthermore, gene silencing of APN/CDI3 in endothelial 
cells resulted in the inhibition of in vitro tubulogenesis, suggesting that APN/CD 13 inhibition 
may affect important processes such as in vascular endothelial morphogenesis and dllring 
angiogenesis [13]. 
Apart from ail these observations, it has emerged that potential altemate transmembrane 
proteases which, similar to APN/CDI3, may impact those same critical processes involved in 
angiogenesis and in tumor development and thliS be targeted by actinonin. Among these, 
membrane-type-l matrix meta11oproteinase (MTI-MMP), an important protein related to 
tllmor growth and angiogenesis, is expressed on malignant tllmor cells and in activated 
endothelial cells [14]. Furthermore, MTI-MMP is part of the specific transmembrane 
proteases family that regulates cell growth and invasion and that may also contribute to 
angiogenesis [15]. MTI-MMP is involved in ceU migration, extracelllliar matrix (ECM) 
degradation and endothelial cell tubulogenesis [16]. Detailed studies by RNA interference 
recently revealed that MTI-MMP also controls mesenchymal stromal cell mobilization and 
homing processes, which require invasion through ECM barriers [17, 18] and which may 
possibly contribute to brain tllmor development [19]. In addition, previolls demonstration that 
MTI-MMP can function as an activator of latent proMMP-2 [20] was later strengthened by 
demonstrations that reduced activation of proMMP-2 was observed in various tissues of 
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MTI-MMP null mice [21] and that inhibition ofMTI-MMP by cancer drugs interfered with 
the homing of diabetogenic T cells into the pancreas [22]. 
Because of MTI-MMP's ability to promote directed cell migration across reconstituted 
basement membranes both in metastasis and in tumor angiogenesis processes, newly 
developed oncogenic strategies, including specific immunoliposomal anticancer MT I-MMP 
targeting [23] and RNA interference technology [24] are currently under consideration. The 
design, use, and evaluation of these approaches have, however, been more complex than 
expected. More recently, we identified glycocluster constructions that may serve in 
carbohydrate-based anticancer strategies through their ability to specifically target MT 1­
MMP pleiotropic functions in cel! survival, proliferation and ECM degradation [25J. In the 
present study, we extend our efforts to identify new molecules with anti-MTI-MMP 
inhibitory functions and to provide the first cell-based evidence that the APN/CD 13 inhibitor 
actinonin directly abrogates MTI-MMP's ability to activate latent proMMP-2 in highly 
invasive U87 glioma cells. 
Materials and Methods 
Reagents 
Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased from Sigma 
(Oakville, ON). Cell culture media were obtained from Life Technologies (Burlington, ON). 
Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The enhanced 
chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie d'Urfé, 
QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, IL). The 
polyclonal antibody against MTI-MMP was from Chemicon (Temecula, CA). 
Cel! culture, transfection method, and survival assay 
The U87 glioblastoma cell line was purchased from American Type Culture Collection 
(Manassas, VA) and cultured in Eagle's Minimum essential medium (MEM) containing 10% 
(v/v) fetal bovine serum (FBS) (HyClone Laboratories, Logan, UT) and 2 mM glutamine, at 
3rC under a humidified atmosphere containing 5% CO2. U87 glioblastoma cells were either 
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transiently transfected with an expression vector for full length MT1-MMP fused to GFP 
[26], or with 20 nM siRNA (see below) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, 
ON) The occurrence of MT1-MMP specifie gene knockdown was evaluated by assessing 
ConA's ability to trigger MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation. Mock transfections of 
U87 cultures with GFP expression vectors alone were used as controls. Cell death was 
quantified by lactate dehydrogenase (LDH) release assay according to the manufacturer's 
protocol (Fisher Scientific, Nepean, ON). 
RNA interference 
RNA interference experiments were performed using Lipofectamine 2000. A small 
interfering RNA against MT1-MMP (siMTl -MMP) and mismatch siRNA were synthesized 
by EZBiolab Inc. (Westfield, IN) and annealed to form duplexes. The sequence of the siMTI­
MMP used in this study is as follows : 5'-CCAGAAGCUGAAGGUAGAAdTdT-3' (sense) 
and 5'-UUCUACCUUCAGCUUCUGGdTdT-3 , (antisense) [27]. The diminution of MT1­
MMP expression, as assessed by RT-PCR, was routinely over ~85% (not shown). U87 cells 
were also transiently transfected with 20 nM siRNA against RECK (HsfiCK_5 HP siRNA, 
SI04146072; Hs_RECK_6 HP siRNA, SI04174282; Hs_RECK_7 HP siRNA, SI04195464; 
Hs_RECK_8 HP siRNA, SI04350318, QIAGEN, CA). RECK-specific gene knockdown was 
evaluated by qRT-PCR as described below. 
Gelafin zymography 
Gelatin zymography was used to assess the extent of latent proMMP-2 and active MMP-2 
activity. Briefly, an aliquot (20 Ill) of the culture medium was subjected to SDS-PAGE in a 
gel containing 0.1 mg/ml gelatin. The gels were then incubated in 2.5% Triton X-100 and 
rinsed in nanopure distilled H20. Gels were further incubated at 37°C for 20 hrs in 20 mM 
NaCI, 5 mM CaCb, 0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.6, then stained with 0.1 % 
Coomassie Brilliant blue R-250 and destained in 10% ace tic acid, 30% methanol in H20. 
Gelatinolytic activity was detected as unstained bands on a blue background. 
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cDNA synthesis and real-lime quantitative RT-?CR 
Total RNA was extracted from cultured US7 cel1s using TRlzol reagent (Invitrogen). For 
cDNA synthesis, -1 Ilg total RNA was reverse-transcribed into cDNA using a high capacity 
cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). cDNA was stored at ­
SO°C for PCR. Gene expression was quantified by real-time quantitative PCR using iQ 
SYBR Green Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA). DNA amplification was carried out using 
an Icycler iQ5 machine (BIO-RAD, Hercules, CA) and product detection was performed by 
measuring the binding of the fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. MT 1­
MMP and RECK primer sets were derived from human sequences and provided by QIAGEN 
(Valencia, CA). The relative quantities of target gene mRNA against an internai control, ISS 
ribosomal RNA, were measured by fol1owing a .6CT method. An amplification plot of 
fluorescence signal vs. cycle number was drawn. The difference (.6Cr) between the mean 
values in the triplicate samples of target gene and those of 18S ribosomal RNA were 
calculated by iQ5 Optical System Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and the 
relative quantified value (RQV) was expressed as 2·6CT. 
Immunoblotting procedures 
Lysates or plasma membrane preparations [28] from control and treated cells were separated 
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were 
electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 hl' 
at room temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 20 mM 
Tris-HCl, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further washed in 
TBST and incubated with the MT1-MMP primary antibody (Ill ,000 dilution) in TBST 
containing 3% bovine serum albumin and 0.02% NaN). followed by a 1 hr incubation with 
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (112,500 dilution) in TBST containing 5% 
non-fat dry mi1k. Immunoreactive material was visualized by enhanced chemiluminescence 
(Amersham Biosciences, Baie d'Urfée, QC). 
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Results 
Actinonin inhibits concanavalin-A-induced proMMP-2 activation and MTl-MMP proteolytic 
processing 
Concanavalin-A (ConA) is thought to trigger latent proMMP-2 activation into its active 
MMP-2 fonn [25, 29]. Therefore, U87 glioma cells were serum-starved and treated with 
increasing concentrations of ConA, and then conditioned media were harvested in order to 
assess the extent of proMMP-2 activation by gelatin zymography. We observed that ConA 
dose-dependently induced proMMP-2 activation and that this was correlated with both 
induction of the mature MTl-MMP form expression and with MTl-MMP proteolytic 
processing, as shown by the appearance of its proteolytic 43 kDa fragment (Fig.l A). When 
actinonin was added in conjunction with ConA, we observed a dose-dependent decrease in 
proMMP-2 activation by ConA, which was also correlated with a decrease in MT l-MMP 
proteolytic processing (Fig. lB). Actinonin 's inhibitory effect on MMP-2 was found complete 
at 50 uM (Fig.lC), while it did not affect cell survival or proMMP-2 expression (Fig.IC). In 
order to compare actinonin's efficacy at inhibiting ConA-induced proMMP-2 activation, we 
also showed that ilomastat, a broad-spectrum MMP inhibitor [30],- abrogated proMMP-2 
activation similarly to actinonin (Fig. ID). These observations sllggest that actinonin 
antagonizes proMMP-2 activation processes possibly involving MTI-MMP functions. 
Actinonin does not inhibit concanavalin-A-induced MTl-MMP gene expression 
In order to further delineate the moleclilar impact of actinonin on MT1-MMP-mediated 
processes, we next explored whether gene expression was affected. U87 glioma cells were 
treated (or not) with ConA, total RNA was isolated as described in the Methods section, and 
MTI-MMP gene expression was assessed using qRT-PCR. CanA induced MTI-MMP gene 
expression (Fig.2, black bars) in agreement with the increase in protein levels we observed in 
Fig.lA and with previolls work [17, 29, 31]. lnterestingly, while ilomastat and actinonin were 
efficient in inhibiting ConA-indliced proMMP-2 activation (Fig.l), neither was able to 
downregulate MTI-MMP gene expression. This sllggests that actinonin affects MTI-MMP 
functions at the cell surface rather than at the level of gene expression. 
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Actinonin inhibits recombinant MTl-MMP-induced proMMP-2 activation 
While most previous assays of actinonin's effects on MMPs were performed against secreted 
soluble MMP (MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -12, and -13), actinonin's direct impact on 
MT1-MMP functions remained to be demonstrated [32]. In order to assess the contribution of 
MT1-MMP to the ConA-mediated activation of proMMP-2, we first had to confirm that 
MT1-MMP was involved in ConA-mediated proMMP-2 activation. We used siRNA gene 
silencing strategies to specifically downregulate MT1-MMP gene expression in U87 glioma 
ceUs. Mock and siMT1-MMP cells were then treated (or not) with ConA and MT1-MMP 
silencing effectively antagonized ConA's ability to trigger proMMP-2 activation (Fig.3A). 
We next transiently transfected U87 ceUs with an expression vector for MTI-MMP as 
previously validated by us [17, 29]. Constitutive expression of recombinant MT1-MMP 
protein in transfected cells was confirrned by western blotting and was not inhibited by either 
actinonin or ilomastat (Fig.3B, upper panel). The recombinant MT1-MMP protetn was 
further shown to be fully active as its cell surface expression led to increased proMMP-2 
activation as assessed by zymography from the isolated conditioned media (Fig.3B, lower 
panel). FinaUy, the recombinant MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation was completely 
abrogated by both ilomastat and actinonin (Fig.3B). Altogether, this is the first cell-based 
demonstration of a novel and direct effect of actinonin on MT1-MMP function. 
Gene silencing ofRECK prevents concanavalin-A-induced MTl-MMP proteolytic activation 
Recently, the reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK) was 
demonstrated to interact with MT1-MMP and CDl3/aminopeptidase N, and to modulate their 
endocytic pathways [33]. This modulation correlated with the accelerated internalization and 
decay of MT 1-MMP and CD 13. Based on the relevance of those data to the current study, we 
used gene silencing (siRNA) strategies to address whether such mechanism is in fact 
involved upon U87 treatment with actinonin. The rationale being that if RECK was involved 
in any MT1-MMP-internalisation process upon actinonin treatment, then this would result in 
the differential depletion of MT1-MMP from plasma membrane preparations. We therefore 
tested 4 different siRNA sequences to knockdown RECK gene expression and used qRT­
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PCR to demonstrate that efficient knockdown of RECK by more than ~72% in U87 ceUs was 
achieved with siRNA construct #4 (FigAa). Furthermore, we now also demonstrate that 
actinonin's effects (i.e. inhibition of MTI-MMP-mediated proMMP-2 activation) are in fact 
possibly dependent of RECK's-mediated MTI-MMP internalisation processes. Gene 
silencing of RECK with construct #4 partially prevented concanavalin-A-induced MTI-MMP 
proteolytic activation (FigAb, upper panel). Actinonin was further unable to antagonize 
MTI-MMP proteolytic activation in siRECK-transfected cells, in contrast to Mock­
transfected cells (FigAb). Intriguingly, actinonin was able to reverse proMMP-2 activation in 
both Mock- and siRECK-transfected ceUs as shown by gelatin-zymography (FigAb, lower 
panel). This is suggesting that a pool of cell surface MTI-MMP remains insensitive to 
RECK' s interaction Altogether, these results confirm a potential molecular link between 
MTI-MMP and CD13/aminopeptidase N [33], which could partly explain actinonin's 
inhibitory effects on MTI-MMP-mediated proMMP-2 activation. 
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Discussion 
One of the most exciting findings over recent years was the discovery of a cell-associated 
membrane-bound MMP, MTI-MMPIMMP-14, and the subsequent demonstration that this 
molecule can function as an activator of latent proMMP-2 [20]. While disruption of MMP-2 
in mice had only a minor effect on development and growth [34], disruption of MTI-MMP 
caused craniofacial dysmorphism, arthritis, osteopenia, dwarfism, and fibrosis of soft tissues 
due, in part, to ablation of col1agenolytic activity [35]. Moreover, MTI-MMP gene silencing 
also abrogated angiogenesis-related disease [24] as weil as cell invasive properties [27]. 
These findings implicate pivotai functions for MTI-MMP not only in physiological 
connective tissue metabolism, but also in pathological tumor-associated invasive processes 
[16,36]. 
Gliomas remain a great challenge in oncology today as they account for more than 50% of al 1 
brain tumors and are by far the most common primary brain tumors in adults [37]. Many of 
the mechanisms involved in brain tumor resistance to chemotherapy or to radiation-induced 
cell death have been recognized [38], and high expression of MTI-MMP was clearly 
identified as a potential molecular contributor to therapy resistance in glioblastomas [39,40]. 
As ECM proteolysis is a necessary part of the invasive and infiltrative phenotype of brain 
tumors, and MTI-MMP plays a central role in proteolysis [41, 42], the screening of new 
molecules such as actinonin combined with the development of CUITent phannaceutical 
approaches that directly affect the expression and/or function interplay between MTI-MMP, 
APN/CD13 as weil as of RECK involvement in the cell surface recycling of these two 
molecules, may prove beneficial in targeting invading glioma cells. 
Our data, most importantly, suggests reconsidering the molecular targets and mechanisms 
underlying the anti-angiogenic effects of actinonin, which were initially thought to involve 
APN/CD13 metalloprotease. APN/CDI3 has been shown to be expressed on the human 
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) of angiogenic, but not normal, vasculature [43]. 
Functional antagonists of APN (bestatin, amastatin, CD13 antibody) abrogated the ability of 
HUVEC, cultured on Matrigel, to organize a capillary network [10, 44]. Still, the direct 
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involvment of APN/CD 13 in the anti-angiogenic molecular mechanism of action of actinonin 
remained, however, unclear. One main argument being that pathological angiogenesis is 
often accompanied by the formation of a fibrinous matrix, which consists of fibrin, collagen 
fibers and plasma proteins, ail features characteristic of alternate cell surface proteases such 
as MTI-MMP [45,46]. Accordingly, endothelial cell assembly into capillary-like structures 
within collagen/fibrin gels is also thought to require the activity of MTI-MMP [47-49]. 
Inhibitors such as actinonin may therefore find a dual function in inhibiting specifie 
membrane bound proteases such as APN/CDI3 and MTI-MMP, with a combined impact in 
both ECM degradation and in tubulogenesis processes. 
In conclusion, we report the first direct, cell-based biological evaluation of actinonin against 
MTI-MMP. The specifie action of actinonin revolves around its capacity to directly 
antagonize MTI-MMP-mediated activation of latent proMMP-2 in U87 glioma ceJls. While 
novel approaches to the inhibition of MTI-MMP activity are currently being explored [23­
25], our observations may in fact find broader molecular and therapeutic implications which 
are not hmited to MTI-MMP's ability to activate proMMP-2 or to contribute to therapy 
resistance. Based on our results, it is tempting to suggest that inhibition of MTI-MMP 
functions may also abrogate cell migration through MTl-MMP-mediated epidermal growth 
factor (EGF) receptor transactivation [50] or signaling through the EGF receptor [51]. Other 
avenues to explore involve actinonin's direct effect on MTI-MMP functions that may also 
impact on the new and appealing MTI-MMP's ability to promote CDl33-positive cancer 
stem cells invasive properties and that could possibly be targeted by actinonin [52]. 
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Figure 1: Actinonin inhibits concanavalin-A-induced proMMP-2 activation and MT1­
MMP proteolytic processing. Serum-starved U87 glioma cells were cultured as described in 
the Methods section in the presence of (A) increasing concentrations of Concanavalin-A 
(ConA), (B) increasing concentrations of actinonin in the presence of 30 j.lg/ml ConA, or (D) 
25 uM Ilomastat in the presence of 30 j.lg/ml ConA. Conditioned media were harvested In 
order to assess the extent of proMMP-2 activation by gelatin zymography (upper panels in A, 
B, and D). MTI-MMP expression (middle panels in A, B, and D) and MTI-MMP proteolytic 
processing (lower panels in A, B, and D) were assessed by western blotting and 
immunodetection performed as described in the Methods section. (C) ProMMP-2 (open 
triangle) and MMP-2 (open circles) levels were quantified by densitometry of the zymograms 
from (B). Lactate dehydrogenase (closed circles) release into the conditioned media was 












+ + + ConA 
Ctrl lIom Acti 
Figure 2: Actinonin does not inhibit concanavalin-A-induced MTI-MMP gene 
expression. Serum-starved U87 glioma cel1s were treated (black bars) or not (white bars) 
with 30 ~g/ml ConA for 18 hours and total RNA was isolated as described in the Methods 
section. MT1-MMP gene expression was assessed using qRT-PCR. 
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Figure	 3: Actinonin inhibits recombinant MTI-MMP-induced proMMP-2 activation. 
Silencing of MTI-MMP gene expression in U87 glioma cells was performed as described in 
the Methods section. (A) Serum-starved mock-transfected and siMTI-MMP-transfected 
(siMT1) cells were treated (or not) with 30 )-tg/ml ConA and the extent of proMMP-2 
activation was assessed by gelatin zymography. (B) Transient transfection of U87 glioma 
cells with a cDNA plasmid encoding MTI-MMP was performed as described in the Methods 
section. Serum-starved cens were then treated with either 25 )-tM ilomastat (Ilo) or 25 )-tM 
actinonin (Acti) for 18 hours. Constitutive expression of recombinant MTI-MMP protein in 
transfected cells was confirrned by western blotting (upper panel), while recombinant MT1­
MMP-mediated activation of proMMP-2 was assessed by gelatin zymography from the 
isolated conditioned media (lower panel). 
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Figure 4: Gene silencing of RECK prevents concanavalin-A-induced MTI-MMP 
proteolytic activation. (A) Silencing of RECK gene expression in U87 glioma cells was 
performed as described in the Methods section and RECK gene expression assessed by qRT­
PCR (Scr, scrambled sequence). (B) Serum-starved mock-transfected and siRECK­
transfected (siRECK) cells were treated (or not) with 30 !-lg/ml ConA or with 25 !-lM 
actinonin (Acti) for 18 hours. Plasma membrane preparation was performed and the extent of 
MTI-MMP proteolytic processing assessed by western blotting (upper panel), while 
proMMP-2 activation was assessed by gelatin zymography (lower panel). 
51 
3.2. The lectin concanavalin-A signais MTI-MMP catalytic independent induction of 
COX-2 through an IKKyINF-KB-dependent pathway 
Asmaa Sina l, Sébastien Proulx-Bonneau l, Alain Roy', Laurent Poliquin 1 Jian Cao2 and 
Borhane Annabi 1 
1Centre de Recherche BioMED, Université du Québec à Montréal, Québec, Canada, and 
2Department ofMedicine, State University ofNew York, Stony Brook, NY 11794, USA 
Article publié dans le journal scientifique Journal ofCe// Communication and Signaling 
52 
The lectin concanavalin-A signaIs MTI-MMP catalytic independent induction of COX-2 
through an IKKyINF-KB-dependent pathway 
Asmaa Sina!, Sébastien Proulx-Bonneau', Alain Royl, Laurent Poliquin' Jian Cao2 and 
Borhane Annabi 1 
1Centre de Recherche BioMED, Université du Québec à Montréal, Québec, Canada, and 
2Department ofMedicine, State University ofNew York, Stony Brook, NY 11794, USA 
Correspondence should be directed to: Borhane Annabi 
Laboratoire d'Oncologie Moléculaire 
Département de Chimie 
Université du Québec àMontréal 




Phone: (514) 987-3000 ext. 7610 
Fax: (514) 987-0246 
E-mail: annabi.borhane@uqam.ca 
Number offigures: 5 
53 
Abstract 
The lectin from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, ConA), one of the most abundant 
lectins known, enables one to mimic biological lectin/carbohydrate interactions that regulate 
extracellular matrix protein recognition. As such, ConA is known to induce membrane type-l 
matrix metalloproteinase (MTI-MMP) which expression is increased in brain cancer. Given 
that MTI-MMP correlated to high expression of cyclooxygenase (COX)-2 in gliomas with 
increasing histological grade, we specifically assessed the early proinflammatory cellular 
signaling processes triggered by ConA in the regulation of COX-2. We found that treatment 
with ConA or direct overexpression of a recombinant MTI-MMP resulted in the induction of 
COX-2 expression. This increase in COX-2 was correlated with a concomitant decrease in 
phosphorylated A.KT suggestive of cell death induction, and was independent of MTl­
MMP's catalytic function. ConA- and MTI-MMP-mediated intracellular signaling ofCOX-2 
was also confirmed in wild-type and in Nuclear Factor-kappaB (NF-KB) p6y/- mutant mouse 
embryonic fibroblasts (MEF), but was abrogated in NF-KB 1 (p50r/- and in l kappaB kinase 
(IKK) i l - mutant MEF cells. Collectively, our results highlight an IKKINF-KB-dependent 
pathway linking MTI-MMP-mediated intracellular signaling to the induction ofCOX-2. That 
signaling pathway could account for the inflammatory balance responsible for the therapy 
resistance phenotype of glioblastoma cells, and prompts for the design of new therapeutic 
strategies that target cell surface carbohydrate structures and MT1-MMP-mediated signaling. 
Key words: Concanavalin-A / Inflammation / Cyclooxygenase / MTI-MMP / Cancer 
Concise summary: Concanavalin-A (ConA) mImics biological lectin/carbohydrate 
interactions that regulate the proinflammatory phenotype of cancer cells through yet 
undefined signaling. Here we highlight an IKKINF-KB-dependent pathway linking MTl­
MMP-mediated intracellular signaling to the induction of cyc100xygenase-2, and that cou Id 
be responsible for the therapy resistance phenotype of glioblastoma cells. 
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The abbreviations used are: ConA, concanavalin-A; COX, cyclooxygenase; ECM, 
extracellular matrix; IKK, 1kappaB kinase; MEF, mouse embryonic fibroblasts; MT1-MMP, 
membrane type-l matrix metalloproteinase; NF-KB, nuclear factor kappaB. 
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Introduction 
Membrane-type matrix metalloproteinases (MT-MMP) constitute a growmg subclass of 
MMP (Fillmore et aL, 2001). The expression levels of several members of the MMP family 
have been shown to correlate with the graded level of gliomas, including that of MT l-MMP, 
the best-characterized MT-MMP. While most of the MMPs are secreted, the MT-MMPs are 
membrane-associated and a number of these have cytoplasmic domains which were recently 
shown to bear important functions in cellular signaling (Gingras et aL, 2001; Annabi et aL, 
2004; Belkaid et aL, 2007). Aside from its well-known roles in the activation of proMMP-2 
and in intrinsic proteolytic activity towards extracellular matrix (ECM) molecules, many new 
functions of MTI-MMP have recently been associated with PGE2-induced angiogenesis 
(Alfranca et aL, 2008), platelet-mediated calcium mobilization (Fortier et aL, 2008a), 
regulation of cell deathlsurvival bioswitch (Belkaid et aL, 2007; Fortier et aL, 2008b), and 
radioresistance in both glioma cells (Wild-Bode et aL, 2001; Wick et aL, 2002) and 
endothelial ce lis (Annabi et aL, 2003). The recent demonstration that MTI-MMP also plays a 
role in medulloblastoma CD133(+) neurosphere-like formation (Annabi et aL, 2008) and in 
CDI33(+) glioblastoma invasiveness (Annabi et aL, 2009) reinforces the need to design new 
therapeutic strategies that either directly target MTI-MMP expressionlfunctions or its 
associated downstream signaling. 
Tetra- and hexavalent mannosides were recently demonstrated to specifically target MT 1­
MMP pleiotropic functions in cell survival, proliferation, and ECM degradation (Fortier et 
aL, 2008b). These glycocluster constructions may therefore serve in carbohydrate-based 
anticancer strategies since transformed cells express selective carbohydrate motifs in the form 
of glycoproteins or glycolipids (Danishefsky and Allen, 2000; Roy, 2004; Verez-Bencomo et 
aL, 2004). Interactions between carbohydrate-binding proteins (lectins) and the 
oligosaccharide moieties of glycoprotein at the cell surfaces are, in fact, involved in extensive 
cellular recognition processes including development, differentiation, morphogenesis and cell 
migration. The lectin from Canavalia ensiformis (Concanavalin-A, ConA), one of the most 
abundant lectins known (Lin and Levitan, 1991), enables one to mimic biological 
lectin!carbohydrate interactions that regulate extracellular matrix (ECM) protein recognition 
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and, as such, is routinely used to trigger MTI-MMP-mediated activation of latent proMMP-2 
(Yu et al., 1997; Zucker et al., 2002; Lafleur et al., 2006). ConA was also found to increase 
the sub-G1 cell cycle phase as weil as cel1 death; indicative of a potential role in cell surface 
clustering that affects cell survival (eunie et al., 2007; Fortier et al., 2008b). Furthermore, 
MTI-MMP gene silencing significantly abrogated chemotaxis in response to the tumorigenic 
growth factor sphingosine I-phosphate in mesenchymal stromal ce1ls, again suggesting a 
crucial role for that MMP in transducing intracellular signaling processes (Cunie et al., 2007; 
Annabi et al., 2003b). 
In human glioblastoma, COX-2 performs important functions in tumorigenesis (Deininger et 
al., 1999) and inhibitors of eicosanoid biosynthesis have been shown to suppress cell 
proliferation and to promote astrocytic differentiation (Wilson et al., 1990). Since the COX-2 
protein is overexpressed in the majority of gliomas, it is therefore considered an attractive 
therapeutic target (New, 2004; Sminia et al., 2005). Paradoxically, the effectiveness of direct 
COX-2 inhibitors on glioma cell proliferation and radioresponse enhancement was also found 
to be independent of COX-2 protein expression (Kuipers et al., 2007). This evidence suggests 
that alternate initiator molecules, possibly involving sorne cell surface transducing 
mechanisms, are associated with therapy resistance and are involved in the regulation of 
COX-2 expression. Whether any cel1 surface carbohydrate sh'uctures are involved in such 
regulation remains unclear. 
In the present study, we provide evidence of ce1l surface carbohydrate involvement and 
identified MT I-MMP as a candidate in the early signaling cascade regulating COX-2 
expression. As such, the use of the lectin ConA, as a MTI-MMP-inducing agent, further 
documents an IKKJNF-KB-dependent pathway linking MTI-MMP-mediated intracellular 
signaling to proinflammatory COX-2 expression that could mimic for the cell survival and 
inflammatory balance responsible of the therapy resistance phenotype of glioblastoma cells. 
57 
Materials and Methods 
Materials: Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased 
from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media was obtained from Invitrogen (Burlington, 
ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The 
enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech (Baie 
d'Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce (Rockford, 
IL). The polyclonal antibody against COX-2 was from Advanced Immunochemical Inc. 
(Long Beach, CA). The polyclonal antibody against MT I-MMP (AB815) was from 
Chemicon (Temecula, CA). The polyclonal antibodies against AKT and phosphorylated­
AKT were purchased from Cell Signaling (Danvers, MA). Horseradish peroxidase­
conjugated donkey anti-rabbit and anti-mouse IgG secondary antibodies were from Jackson 
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA). AIl other reagents were from Sigma­
Aldrich Canada. 
Cell culture: The human U87 glioblastoma cell line was purchased from American Type 
Culture Collection (Manassas, VA) and was maintained in Eagle's Minimum Essential 
Medium (EMEM) containing 10% (v/v) calf serum (CS) (HyClone Laboratories, Logan, 
UT), 2 mM glutamine, 100 units/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Cells were 
incubated at 37°C with 95% air and 5% COz. Murine embryo fibroblasts (MEFs) were 
maintained in Dulbecco's modified Eagle medium containing 10% fetal bovine serum, 2 mM 
L-glutamine, 100 U/ml of penicillin, 100 J-lg/ml streptomycin, and 25 ng/ml of amphotericin 
B (Invitrogen, Carlsbad, CA). MEFs deficient in IKKa. (Hu et aL, 1999), IKK~ (Li et aL, 
1999), and IKKylNemo (Malais et al., 2000) were described previously and were kindly 
provided by Dr Terence Dermody (Vanderbilt University, USA). 
Cell transfection method: Sub-confluent U87 cell monolayers were transiently transfected 
with 10 jJ.g of a vector containing cDNA encoding fulliength (Wt) MTI-MMP fused to GFP 
(Belkaid et al., 2007) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON). Mock 
transfections of U87 cultures with the empty vector, pcDNA (3.1 +), were used as controls. 
Transfected cells were left to recuperate and were used 48 hrs post-transfection. MT 1-MMP 
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specifie gene expression and function was evaluated by immunoblotting procedures, and was 
validated by assessing MT1-MMP-mediated proMMP-2 activation using gelatin 
zymography. 
Gelatin zymography: Ge1atin zymography was used to assess the extracellular levels of 
proMMP-2 and MMP-2 activities. Briefly, an aliquot (20 ).lI) of the culture medium was 
subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in a gel containing 0.1 
mg/ml gelatin. The gels were then incubated in 2.5% Triton X-100 and rinsed in nanopure 
distilled H20. Gels were further incubated at 37°C for 20 hrs in 20 mM NaCI, 5 mM CaCI 2, 
0.02% Brij-35, 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.6 and then stained with 0.1% Coomassie 
Brilliant blue R-250 and destained in 10% acetic acid, 30% methanol in H20. Gelatinolytic 
activity was detected as unstained bands on a blue background. 
Immunoblotting procedures: Proteins from control and treated cells were separated by SDS­
PAGE. After electrophoresis, proteins were electrotransferred to polyvinylidene difluoride 
membranes which were then blocked for 1 hr at room temperature with 5% non-fat dry milk 
in Tris-buffered saline (150 mM NaCI, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 
(TBST). Membranes were further washed in TBST and incubated with the primary antibodies 
(1/1,000 dilution) in TBST containing 3% bovine serum albumin, followed by a 1 hr 
incubation with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG (1/2,500 
dilution) in TBST containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive material was visualized 
by enhanced chemiluminescence (Amersham Biosciences, Baie d'Urfée, QC). 
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Results 
Concanavalin-A triggers proMMP-2 activation, MTl-MMP and COX-2 expression 
Concanavalin-A (ConA) is a well-documented lectin which, through its binding to 
carbohydrate moieties on cell surface proteins, elicits very efficient in vitro induction of 
MTI-MMP expression (Belkaid et al., 2007; Fortier et aL, 2008b; Sina et aL, 2009). Serum­
starved U87 glioblastoma cells were therefore treated with increasing concentrations of ConA 
and the levels of proMMP-2 activation were assessed in the conditioned media by gelatin 
zymography as described in the Methods section. ProMMP-2 activation into MMP-2 was 
observed (Fig. la), and this was accornpanied by MTI-MMP and COX-2 protein expression, 
as assessed in the celllysates by Western Blotting (Fig. la). When MTI-MMP expression was 
plotted against that of COX-2, positive linear correlation (/=0.92) was observed following 
treatment of the cells with the different ConA concentrations (Fig.1 b). Immunodetection of 
total and phosphorylated AKT was also performed on those same ConA-treated ceUs. ConA 
dose-dependently decreased the basal levels of phosphorylated AKT, though not the total 
AKT protein expression (Fig. la). AnnexinV-PI staining and flow cytometry analysis 
following treatment with ConA confirmed cell death induction through necrosis (data not 
shown) in agreement with previous reports (Belkaid et al., 2007; Currie et aL, 2007). An 
inverse correlation (/=0.91) was also observed between the extent of AKT phosphorylation 
status and COX-2 expression (Fig. le). 
Concanavalin-A-induced COX-2 expression is independent ofMTl-MMP's catalyticfimction 
ln order to address which MTI-MMP protein domain is responsible for the ConA-induced 
COX-2 expression, U87 cells were treated with or without Ilomastat, a broad range MMP 
inhibitor lmown to target the MTI-MMP extracellular domain catalytic functions (Currie et 
aL, 2007). While Ilomastat, as expected, inhibited the MTI-MMP-mediated proMMP-2 
activation into MMP-2 (Fig.2a), it was unable to significantly reverse ConA-induced MT1­
MMP and COX-2 expression (Fig.2b). These observations suggest that MTI-MMP's 
extracellular catalytic domain is not involved in the COX-2 induction process. Cell-based 
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evidence for the aminopeptidase NICD 13 inhibitor actinonin 's targeting of MT I-MMP­
mediated proMMP-2 activation was also recently demonstrated (Sina et al., 2009). Similar to 
Ilomastat, actinonin was found to dose-dependently inhibit ConA-induced proMMP-2 
activation (Fig.3a), while it had no effects on ConA-induced MT1-MMP and COX-2 
expression (Fig.3 b). 
Constitutive recombinant MTl-MMP expression triggers COX-2 expression 
In order to rule out any alternative signa\ing driven by ConA, we transiently transfected U87 
ceUs with a cDNA plasmid encoding recombinant MT1-MMP/GFP (Belkaid et al., 2007). 
Efficient overexpression of the MT 1-MMP recombinant form yielded a higher molecular 
weight band (figure 4, top panel) and led to COX-2 expression (FigA, middle panel). Again, 
the MMP catalytic function inhibitors were unable to reverse MT I-MMP-mediated COX-2 
expression although they were still efficient in inhibiting MTI-MMP-mediated proMMP-2 
activation (FigA). This demonstrates an alternate role, i.e. in intracellular signaling inducing 
COX-2, as a new function for the ceU surface MTI-MMP. 
Concanavalin-A- and recombinant MTl-MMP-mediated COX-2 induction requires an intact 
NF-KB pSO and TKKy signaling axis 
COX-2 transcriptional expression is thought to be regulated, in part, tlu'ough NF- B­
mediated signaling involving nuclear translocation of the NF-KB heterodimer p50:p65 
(Tsatsanis et al., 2006). In an attempt to elucidate the NF-KB signaling axis needed to trigger 
COX-2 expression, wild-type mouse embryonic fibroblasts (MEF), p50·1• and p6y/. NF-KB 
MEF mutants were used, as were IK.Ka·I ., IK.KWI., and IK.Ky'/.. Ce1ls were either treated with 
ConA or transfected with a cDNA plasmid encoding MT1-MMP. Cell lysates as weil as 
conditioned media were isolated fol1owing these treatments. ConA triggered a strong 




cells (Fig.5a). ConA treatment concomitantly induced COX-2 expression in ail 
cell \ines except the p50'
" 
and IKKa· l . MEF mutants (Fig.5a). Expression and ceU surface 
activity of the recombinant MT1-MMP were also confinned in transfected ce1ls as Wt, p50"', 
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p6y /-, and IKKy-l- cells all exhibited significantly increased proMMP-2 activation into active 
MMP-2 form, as judged by gelatin zymography (Fig.Sb). Low but detectable proMMP-2 
activation was achieved in IKKa-l- and IKKp-l- cells (Fig.Sb). When COX-2 protein 
expression was measured, we observed the induction of COX-2 by recombinant MTI-MMP 
in Wt-MEF (Fig.Sb), confinning the results observed in U8? glioma ce11s (Fig.4a). Similar 
MTI-MMP-mediated COX-2 induction was also observed in p6y/-, IKKa· I-, and IKKp-l­
mutant MEF, while COX-2 expression was completely abrogated in pSO-I' and in IKKy-l' 
mutant MEF (Fig.Sb). This cell-based evidence directly demonstrates the specifie 




Dysregulated NF-KB activity occurs ln a number of chronic inflammatory diseases and 
certain types of cancers, making NF-KB signaling an attractive target for the development of 
anti-inflammatory and anti-cancer drugs. A pivotai regulator ofall inducibJe NF-KB signaling 
pathways is the IKB kinase (IKK) complex that consists oftwo kinases (IKKa and IKK~) and 
a regulatory subunit named NF-KB essential modulator (NEMO, or IKKy). In the present 
study, we have identified an lKKy/NF-KB-dependent pathway that links ConA-induced MT1­
MMP intracellular signaling to COX-2 expression in two cellular models, the U87 
glioblastoma cells and the mouse embryonic fibroblasts. An NF-KB-mediated induction of 
MT1-MMP had already been demonstrated in human dermal fibroblasts, and this was 
promoted by TNF-a (Han et al., 2001). More recently, IKKy was shown to reguJate an early 
NF-KB-independent cell-death checkpoint during TNF signaling (Legarda-Addison et aL, 
2009), supporting molecular signaling interplay between MT1-MMP and COX-2 and which 
likely regulates cell survival status. 
Aside from glioblastoma cells, such a link has also been observed in cells derived from 
malignant fibrous histiocytoma, one of the highest-grade sarcomas arising in bone and soft 
tissue, where concomitantly increased levels of expression of COX-2 and MTI-MMP were 
described (Maeda et al., 2008). Co-distribution of MTI-MMP, MMP-2 and COX-2 was also 
demonstrated in grade rv atheroma, again indicating a possible link between these enzymes 
in the destabilization of atherosclerotic plaques (Kuge et al., 2007). Altogether, these 
published data support a molecular signaling convergence linking MT1-MMP to COX-2 
expression through an NF-KB-mediated pathway which may constitute the point of 
convergence of many oncogenic pathways by virtue of its ability to regulate the expression of 
genes involved in cell apoptosis, differentiation, adhesion, and survival (Dolcet et al., 2005). 
Aside from its critical role in the development of human cancer, NF-KB has also been 
implicated at the molecular level in the promotion of angiogenesis, which is of particular 
interest since malignant astrocytomas are highly vasculated tumors (Korkolopoulou et al., 
2008). NF-KB is also a transcriptional regulator in the inducible expression of numerous 
genes including COX-2 (Lim et al., 2001). Interestingly, a consensus binding site for NF-KB 
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p6S (TGGAGCTICC) was found in the S'-flanking region of the human MTI-MMP gene 
(Han et al., 2001) and NF-KB-mediated induction of MTI-MMP was confirmed in murine 
melanoma cells (Philip et al., 2001) and in human fibrosarcoma cells (Park et al., 2007). 
Further studies also implicated NF-KB as a potentially critical factor in astrocytic 
tumorigenesis and astrocytoma progression through analysis of cel! lines and preclinical 
models (Nagai et al., 2002; Hayashi et al., 2001; Yamamoto et al., 2000). ln the current 
study, we provide evidence for an MTI-MMP-mediated signaling cascade that leads to 
activation of COX-2 expression and that is independent of MTI-MMP's catalytic function. 
We also demonstrate that this new MTI-MMP/COX-2 signaling axis absollitely reqllires 
IKKylNF-KB pSO. ln support of our results, an increase in NF-KB pSO was recently fOllnd to 
rapidly induce MTI-MMP expression in trabecular meshwork cells (Miller et al., 2007). 
Gliomas remain a great challenge in oncology as they account for more than SO% of al] brain 
tumors and are by far the most common primary brain tumors in adults (Stewart et al., 2002). 
More importantly, the mechanisms responsible for the resistance of migrating glioblastoma 
cells to chemotherapy or to radiation-induced cell death have long been recognized (Berens et 
aL, 1999) and still receive much attention in order to optimize future cellular targets for the 
treatment of glioblastomas (Lefranc et al., 200S). ln addition, tissue necrosis is a 
characteristic feature of malignant gliomas, in particular glioblastoma, and is most Iikely the 
consequence of rapidly increasing tumor mass that is inadeqllately oxygenated by the pre­
existing vasculature (Raza et al., 2002). At the cellular level, maintenance of cytoarchitectllre 
is required for cell survival, since its perturbation by Cytochalasin-D- or ConA-mediated 
MTl-MMP mechanisms diminishes cell sllrvival and has been correlated with proMMP-2 
activation (belkaid et al., 2007; Hinoue et al., 200S; Preaux et al., 2002; this stlldy). 
Accordingly, MTI-MMP's intracellular domain was shown to be an absolu te reqllirement for 
transducing the intracellular signaling that leads to cell death since overexpression of a 
membrane-bound catalytically active but cytoplasmic domain-deleted MTI-MMP was lInab]e 
to trigger necrosis (Belkaid et al, 2007). Although the exact identity of the amino acid 
residues from the MTI-MMP intracellular domain remain to be identified, speculation about 
Tyr-S73, Cys-S74, and Val-S82 have been put fonvard as important for MTI-MMP signaling 
(Labrecque et al., 2004; Anilkllmar et al., 200S). Similarly, a caspase-dependent mechanism 
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has recently been associated with MTI-MMP function in endothelial cell morphogenic 
differentiation (Langlois et al., 2005). This suggests that MTI-MMP acts as a potential cel] 
death sensor/effector that signaIs ECM degradation processes to be activated. 
ln summary, the use of ConA proves that cel! surface carbohydrate structures account for 
MTI-MMP intracellular signaling that regulates COX-2 expression through an IKKyINF-KB­
dependent pathway in U87 glioblastoma cells. By revealing such a new signaling axis in 
tumor cells, profiling studies will be needed in order ta enable drug developers to more 
efficiently target those pathways, thus aiding the identification of new anti-cancer lead 
compounds. 
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Figure 1: Concanavalin-A triggers proMMP-2 activation, MT1-MMP and COX-2 
expression. (A) U87 glioblastoma cel1s were cultured as described in the Methods section 
until they reached ~75-90% confluence. They were then serum-starved for 24 hours prior to 
the addition of increasing concentrations of concanavalin-A (ConA). Gelatin zymography 
(upper panel) was performed to assess the extent of proMMP-2 activation levels, as described 
in the Methods section, using conditioned media isolated from each of the serum-starved 
cells conditions. Cell Iysates were isolated and SDS-PAGE performed (20 /lg protein/well). 
MTI-MMP, COX-2, phosphorylated-AKT, and total AKT expression were assessed by 
Western blotting and immunodetection was performed as described in the Methods section. 
Scanning densitometry data of the (B) MTI-MMP vs COX-2 and (C) pAKT/AKT vs COX-2 
autoradiograms were plotted and are from a representative experiment. 
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Figure 2: Concanavalin-A-induced COX-2 expression is independent of MTl-MMP's 
catalytic function. (A) Celllysates were isolated from U87 glioma cells that had been treated 
with or without ConA, 10 /lM 1I0mastat, or a combination of both. Gelatin zymography 
(upper panel) was carried out to assess the extent of proMMP-2 activation levels, as 
described in the Methods section, using conditioned media isolated from each of the serum­
starved cel! conditions. The extent of MT1-MMP and COX-2 expression were assessed as 
described in the legend to Fig.1. (B) Scanning densitometry data of MMP-2, MTl-MMP, 
COX-2 and GAPDH expression were plotted and are fTom 3 independent experiments. 
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Figure 3: Actinonin is unable to antagonize concanavalin-A-induced COX-2 expression. 
(A) Gelatin zymography (upper panel) was carried out to assess the extent of proMMP-2 
activation levels, as described in the Methods section, using conditioned media isolated from 
serum-starved U87 glioblastoma cells that had been treated with increasing actinonin 
concentrations in the presence of ConA. The extent of MTI-MMP and COX-2 expression 
was assessed in cell lysates as described in the legend to Fig.1. (B) Scanning densitometry 
data of the respective MMP-2, MTI-MMP, COX-2 and GAPDH expression were plotted and 
are from a representative experiment. 
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Figure 4: Constitutive recombinant MTI-MMP expression triggers COX-2 expression. 
U87 glioblastoma cells were either Mock-transfected or transfected with a cDNA plasmid 
encoding recombinant MTI-MMP/GFP (MTI-MMP-Wt). Cells were then incubated in 
serum-free media in the presence or absence of I10mastat (110) or Actinonin (Acti). Gelatin 
zymography was performed to monitor the extent of latent proMMP-2 and active MMP-2 
expression from the conditioned media of the serum-starved cells (lower panel). Cel! lysates 
were isolated and SDS-PAGE performed (20 flg protein/wel!), followed by Western blotting 
and MTl-MMP, COX-2 and GAPDH immunodetection. 
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Figure 5: Concanavalin-A- and recombinant MTI-MMP-mediated COX-2 induction 
necessitates an intact NF-KBl pSO and IKKi signaling axis. Wild-type (Wt), p6y/-, p50-1-, 
IKKa-I-, IKKWI-, and IKKil- mouse embryonic fibroblasts (MEF) were either treated with 
ConA (A), Mock-transfected or transfected with a cDNA plasmid encoding MTI-MMP (B). 
Gelatin zymography was used to monitor the extent of latent prolVlMP-2 and active MMP-2 
expression from the conditioned media of the serum-starved cells (upper panels of A and B). 
Cell lysates were isolated and SDS-PAGE performed (20 f-lg protein/well), followed by 
Western blotting and immunodetection ofCOX-2 and GAPDH. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Les gliomes sont les tumeurs cérébrales les plus invasives et les plus répandues chez 
l'adulte (Giese et Westphal, 1996 ; Grossman et Batara, 2004). Ils représentent plus de 50% 
de l'ensemble des tumeurs cérébrales, et leur traitement repose sur l'ablation, la radiothérapie 
et la chimiothérapie (Gilbert et Loghin, 2005). Cependant, les mécanismes impliqués dans la 
résistance à la chimiothérapie ou à la radiothérapie des cellules tumorales cérébrales 
demeurent encore à ces jours obscms. La participation de MT1-MMP a été clairement mise 
en évidence comme un contributeur moléculaire dans la radiorésistance des cellules de 
gliome (Wild-Bode et al., 2001). Ainsi, un traitement avec des molécules anti-cancéreuses 
ciblant la fonction catalytique ou signalétique de MT1-MMP pourrait agir en synergie avec la 
radiothérapie et optimiser l'efficacité des traitements d'irradiation des cellules de gliomes. 
Les études rapportées dans ce mémoire ont permis pour la première fois l'évaluation 
biologique de l'action spécifique de l'actinonine et sa capacité à inhiber la fonction 
catalytique de MT1-MMP dans les cellules de glioblastomes humains. Ceci msplrera 
possiblement à l'utilisation de l'actinonine en combinaison avec l'irradiation pour la 
sensibilisation des tumeurs cérébrales à la radiothérapie. De plus, notre recherche lève le 
voile sur un axe de signalisation encore méconnu, soit la transduction de signaux initiés par le 
domaine cytoplasmique de MTI-MMP menant à l'induction de l'expression de COX-2 via la 
voie NF-KB dans les glioblastomes humains (Figure 12). En effet, le dépistage de nouvelles 
molécules ciblant la fonction signalétique de MTI-MMP combinées à des drogues anti­
inflammatoires pourrait avoir également d'importantes répercussions dans l'optimisation des 
traitements de gliomes. 
L'inhibition pharmacologique de MTI-MMP: une stratégie thérapeutique contre le 
cancer cérébral 
Les récents résultats décevants des inhibiteurs synthétiques ciblant la fonction catalytique 
des MMPs solubles dans des essais cliniques soulèvent la nécessité de se pencher davantage 
sur les mécanismes d'action des MMPs impliqués dans la croissance du cancer cérébral 
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(Coussens et al., 2002). Le rôle de MTI-MMP dans la progression tumorale est connu depuis 
plusieurs années (Fillmore et al., 2001). En effet, la MTI-MMP permet aux cellules 
tumorales cérébrales d'acquérir un potentiel invasif en amplifiant le processus de dégradation 
de la MEC par l'activation des MMPs solubles entre autre la proMMP-2 (Egeblad et Werb, 
2002). De plus, la MT1-MMP régule à la hausse les facteurs pro-angiogéniques tels le VEGF 
et le FGF et augmente leur disponibilité. L'action de ces facteurs de croissance, en concert 
avec l'augmentation de l'expression de la MTI-MMP permettent la migration des cellules 
endothéliales au lieu de la néovascularisation lors de l'angiogenèse tumorale (Annabi et al., 
2003 ; Ingber et Folkman, 1989 ; Lelièvre et al., 1996). Il sera donc intéressant de considérer 
que l'inhibition pharmacologique de la fonction catalytique de la MT1-MMP pourrait avoir 
de larges implications thérapeutiques dans le traitement de gliomes. 
L'aminopeptidase N (APN/CD 13) est une métalloprotéase transmembranaire (Bauvois et 
Dauzonne, 2006) également surexprimée dans certaines tumeurs solides telles le cancer du 
rein, de la prostate, le mélanome, et dans les leucémies myéloïdes aiguës et chroniques, el à 
la surface des cellules endothéliales jouxtant les tumeurs (Kehl en et al., 2003). Des 
observations in vitro et in vivo indiquent que l' APN/CD 13 des cellules tumorales et 
endothéliales pourrait contribuer au processus tumoral et à l'angiogenèse associée à la 
progression de la tumeur en augmentant le taux de prolifération des cellules et/ou en 
favorisant leur mobilité et leur capacité invasive. En outre, l'utilisation d'un petit ARN 
interférent (siRNA) dirigé contre le gène de l' APN/CD 13 dans les cellules endothéliales a 
abouti à l'inhibition de la tubulogenèse in vitro. Il a été démontré que l 'actinonine est l'un des 
inhibiteurs d' APN/CD 13 (Bauvois et Dauzonne, 2006). Cet acide hydroxamique (Figure 13­
A) a des effets antiprolifératifs sur des cellules tumorales chez l'homme (Lee et al., 2004), 
anti-angiogéniques dans le cas de la croissance tumorale, mais pas sur la vascularisation 
physiologique (Rangel et al., 2007). Une récente étude a identifié l'actinonine comme un 
inhibiteur sélectif des MMPs. Bien que le test d'inhibition de MMPs a été principalement 
documenté sur les formes solubles de MMPs, incluant les MMP-I, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -12 
et -13 (Antczak et al., 2008), l'impact de l'actinonine sur les MMPs membranaires restait 
inconnu. Nos résultats sont les premiers à démontrer le ciblage spécifique de la MT l-MMP 
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par l'actinonine et la capacité de cet inhibiteur à antagoniser l'activation de la proMMP-2 par 
MTI-MMP dans les cellules de glioblastomes humains U87. 
De ce fait, l'actinonine pourrait complémenté l'action anticancéreuse des médicaments 
cytotoxiques conventionnels pour inhiber la formation de nouveaux vaisseaux sanguins au 
sein de la tumeur. Il est également possible d'envisager l'utilisation d'une telle molécule pour 
bloquer le développement de métastases après résection de la tumeur primitive cérébrale. La 
sélectivité d'action de l'actinonine vis-à-vis de la MTI-MMP, d'une part, et de l'APN/CDI3, 
d'autre part, font de ce composé synthétique un candidat présentant un potentiel thérapeutique 
intéressant dans le traitement du glioblastome humain. 
Nouveau rôle du domaine cytoplasmique de MTI-MMP dans l'expression de Cox-2 
dans les gliomes 
L'importance de la portion cytoplasmique de MTl-MMP dans la progression tumorale 
La MTI-MMP est une protéine transmembranaire contenant, entre autres domaines, un 
domaine cytoplasmique dont l'importance a été démontrée dans les fonctions telles la 
migration cellulaire et le processus d'angiogenèse (Figure 14). En effet, l'expression d'un 
mutant de la MT I-MMP dont le domaine cytop lasmique a été tronqué entrave le processus de 
migration des cellules tumorales (Gingras et a!., 2001 ; Lehti et a!., 2000 ; Rozanov et a!., 
2001 ; Uekita et a!., 2001) et empêche la formation de structures de type capillaire des 
cellules endothéliales in vitro, alors que la forme sauvage stimule ces phénomènes (Langlois 
et a!., 2004). De plus, il a été observé que le domaine cytoplasmique de la MTI-MMP 
interagit avec les tyrosines kinases de la famille Src, et que cette interaction fait suite à la 
phosphorylation de l'unique résidu tyrosine Tyr573 de la région cytoplasmique de MTI-MMP 
(Nyalendo et al., 2007). Une mutation de la Tyr573 empêche le recrutement de Src et la 
phosphorylation subséquente de la région cytoplasmique de MTl-MMP (Nyalendo et al., 
2007). La surexpression d'une forme recombinante de ce mutant dans les cellules U87 ne 
stimule pas la migration cellulaire contrairement à la forme sauvage de MTI-MMP 
(Nyalendo et al., 2007). Bien que la fonction associée aux résidus d'acides aminés du 
domaine cytoplasmique de MTI-MMP reste à être identifié, les spéculations sur la Tyr573 ont 
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montré l'importance de cet acide aminé pour la signalisation intracellulaire de MTI-MMP 
(Anilkumar et al., 2005 ; Labrecque et al., 2004). Donc, la phosphorylation de MTI-MMP 
par Src peut être un évènement déclencheur de la transduction de signaux intracellulaires qui 
contrôlent l'expression de multiples gènes impliqués dans la progression tumorale. En effet, 
des études ont démontré que la portion cytoplasmique de MT I-MMP active la kinase ERK 
(Extracellular signal-Regulared protein Kinase), ce phénomène étant important pour la 
migration cellulaire dépendante de la MTI-MMP (Gingras et al., 2001 ; Takino et al., 2004). 
La signature moléculaire commune entre CSC CD133(+) et la population de glioblastome 
humain U87 
Une des avancées majeures en oncologie, depuis quelques années, est la mise en évidence 
de la présence de cellules souches cancéreuses CD133(+) dans les glioblastomes. Cette sous 
population de cellules est responsable de l'initiation et du maintien de la tumeur cérébrale 
(Liu et al., 2006), et est caractérisée par des capacités accrues de défense envers les agents 
antitumoraux. Un des mécanismes importants dans la résistance aux drogues est l'expression 
de protéines de la famille des «adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) super family». 
Les membres de la superfamille des ABC sont des pompes dépendantes de l'ATP. Ces 
transporteurs membranaires peuvent jeter hors de la cellule les molécules de chimiothérapie. 
Les CSC CDI33(+) expriment fortement l'un des membres de cette famille, soient la «breast 
cancer resistance protein-I» (BCRP-l) qui semble en partie responsable de leur résistance 
intrinsèque aux agents de chimiothérapie (Liu et al., 2006). 11 a été également mis en 
évidence le rôle pivot de la surexpression de Cox-2 dans la résistance des cellules tumorales à 
la radiothérapie, l'un des traitements principaux des GBM. À la lumière des rôles de Cox-2 
dans la carcinogenèse, des études cliniques ont testé l'ajout d'un inhibiteur de Cox-2 à la 
radiothérapie afin d'accroître l'efficacité des radiations sur l'induction de la mort cellulaIre. 
Une augmentation de la radiosensibilité par des inhibiteurs de Cox-2 est évidente dans 
plusieurs variétés de tumeurs. En effet, in vitro, des inhibiteurs spécifiques de Cox-2 
augmentent la mort des cellules tumorales induite par la radiothérapie dans les cellules issues 
de tumeurs mammaires murines (Lanza-Jacoby et a!., 2004), des carcinomes (Amirghahari et 
al., 2003), des tumeurs pulmonaires (Pyo et al., 2001), des fibrosarcomes (Raju et a!., 2002) 
et des GBM (Petersen et a!., 2000). 
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Dans une étude réalisée récemment dans notre laboratoire, l'existence d'un axe de 
signalisation MTI-MMP/Cox-2 a été démontré dans la population de CSC CD133(+) de 
glioblastome, ce qui suggère l'implication de cet axe de signalisation dans les mécanismes de 
résistance face aux traitements de radiothérapie et de chimiothérapie ainsi qu'au potentiel 
invasif de gliome. Dans la présente étude nous avons prouvé l'existence de cette signature 
moléculaire MTI-MMP/Cox-2 aussi bien chez les cellules de glioblastomes humains U87 
que dans les MEFs. Donc, on peut déjà entrevoir le rôle important que notre recherche puisse 
avoir dans la compréhension des processus de développement, d'invasion et de résistance à la 
thérapie des gliomes. De plus, nous avons découvert que la signalisation intracellulaire 
menant vers l'expression de Cox-2 est tout à fait indépendante du domaine catalytique de 
MTI-MMP. Ceci a été démontré à l'aide de la molécule d'Ilomastat qui est un puissant 
inhibiteur catalytique des MMPs appartenant à la famille d'hydroxamate (Kocer el al., 2005) 
(Figure 13-B). À cet égard, nous nous sommes attardés à étudier davantage les effecteurs 
moléculaires en aval de MTI-MMP responsables de l'induction de l'expression de Cox-2 
dans les glioblastomes humains U87, en explorant la voie de NF-KB dans une variété de 
modèles cellulaires de fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs). 
Identification des effecteurs moléculaires en aval de MTI-MMP impliqués dans 
l'induction de l'expression de Cox-2 
Bien qu'aucun cancer ne soit, à ce jour, décrit comme associé à une mutation ou à un 
réarrangement de gènes, un nombre important de données suggère fortement l'implication 
d'une dérégulation de l'activité de NF-KB dans le développement de certains types de cancers 
hématopoïétiques. Un élément central de la voie NF-KB est représenté par le complexe de 
kinases IKK responsables de la dégradation des inhibiteurs IKB qui retiennent les dimères 
NF-KB dans le cytoplasme. Ce rôle central a pour conséquence le nombre important de 
pathologies liées à des mutations dans des composants de ce complexe. Trois composants 
sont actuellement connus: deux protéine kinases, IKKa. et IKK~, et une sous-unité régulatrice 
(NEMO/IKKy) (Courtois et Israël, 2004). 
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Dans la présente étude, l'utilisation de modèles cellulaires de fibroblastes embryonnaires 
de souris a permis d'identifier une voie de signalisation impliquant NF-KB/lKKy, qui relie la 
signalisation intracellulaire de MT1-MMP à l'expression de Cox-2, en la comparant à celle 
impliquant MT1-MMP sollicitée par un traitement à la Con-A dans les cellules de 
glioblastomes humains U87. L'induction de l'expression de MT1-MMP via la voie de 
signalisation NF-KB dans des fibroblastes dermiques humains, avait déjà été démontrée suite 
à une stimulation par le TNF-a (Han et al., 200la). Une autre récente étude a dévoilé la 
participation d'IKKy dans le contrôle de la mort cellulaire via l'activation de NF-KB au cours 
de la signalisation induite par TNF-a (Legarda-Addison et al., 2009). Par conséquent, les 
implications moléculaires de la signature MT1-MMP/Cox-2 permettront de mieux 
comprendre et de mieux cibler les phénomènes de survie cellulaire, et de différenciation 
impliqués dans le développement tumoral. 
Toutefois, tel que mentionné précédemment, les inhibiteurs de l'activité des MMPs décrits 
jusqu'à présent n'ont pas réussi à apporter des effets bénéfiques lors des essais cliniques, et 
induisaient également chez certains patients des effets secondaires musculo-squelettiques 
sévères (Coussens et al., 2002 ; Overall et Kleifeld, 2006). Par conséquent, l'identification 
des effecteurs moléculaires en aval de MT1-MMP, qui dépend de la voie de NF-KB pSO/ 
IKKy, impliqués dans l'induction de l'expression de Cox-2 supportant l'importance du 
domaine intracellulaire de MT1-MMP. Ainsi, de nouvelles approches de thérapie gémque en 
ciblant soit le domaine cytoplasmique de MT1-MMP ou bien les effecteurs impliqués dans sa 
signalisation intracellulaire avec une conception rationnelle dans un type cellulaire 
particulier, sans affecter les autres cellules pourrait être un atout dans la sensibilisation des 
cellules cancéreuses aux traitements de radiothérapie. 
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Figure 12: Le ciblage pharmacologique de MTI-MMP et l'implication de son domaine 
cytoplasmique dans l'inflammation tumorale. L'actinonine inhibe l'activation de la 
proMMP-2 induite par la Con-A de façon dépendante de MTI-MMP. L'axe MTI­
MMP/COX-2 tel que rapporté par notre recherche implique le domaine cytoplasmique de 
MTI-MMP indépendamment de son domaine catalytique. À pal11es implications potentielles 
de NF-KB dans les grandes signatures de la tumorigénèse, la voie NF-KB fait le pont entre 
MTl-MMP et Cox-2. La protéine kinase IKK:y et la sous-unité pSO sont les deux effecteurs 
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Figure 13: La structure chimique de deux inhibiteurs des MMPs appartenant à la 
famille d'hydroxamate. A. Actinonine. B. Ilomastat. Ces composés présentent une structure 
pseudo-peptidique mimant le site de clivage du substrat des MMPs. Ces inhibiteurs entrent 
donc en compétition avec le substrat des MMPs et se lient au site catalytique par chélation de 
l'atome de zinc. Le groupement hydroxamate est encadré en gris (Van Aller et al., 2005). 
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Figure 14: Séquence cytoplasmique de la MT1-MMP. La portion cytoplasmique de la 
MTI-MMP est constituée de 20 acides aminés et comprend un résidu tyrosine (yS?3) qui 
pourrait être phosphorylé par des kinases. Domaine catalytique; H: domaine charnière 
(hinge); domaine hémopexine; L: domaine «Iinker»; TM: domaine transmembranaire; CT: 
domaine cytoplasmique. 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Les deux études réalisées dans le cadre de ce mémoire portaient donc sur les 
caractéristiques fonctionnelles de MTI-MMP dans les cellules de glioblastomes humains 
U87. Nous rapportons pour la première fois, l'action spécifique de l'actinonine et sa capacité 
à inhiber la fonction catalytique de MTl-MMP responsable de l'activation de la proMMP-2 
dans les cellules de gliomes U87. De plus, nous avons caractérisé d'une manière plus 
approfondie l'implication de la signalisation intracellulaire de MTI-MMP dans l'induction de 
l'expression de Cox-2 et qui est indépendante de la fonction catalytique de MTI-MMP. Nous 
démontrons également que ce nouvel axe MTI-MMP/COX-2 nécessite absolument la voie de 
signalisation NF-KB/p50 qui dépend de la sous-unité régulatrice IKKy. 
À la lumière de nos résultats, nous devons élargir la conception simpliste selon laquelle 
les MMPs sont de simples enzymes de dégradation de la MEC à une vision plus élaborée 
d'événements intracellulaires modulant diverses voies de signalisation. Une meilleure 
compréhension des mécanismes moléculaires contrôlés par les MMPs in vivo et les effets 
biologiques sur l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et la 
survie pourrait optimiser l'utilisation des inhibiteurs synthétiques de ces enzymes dans le 
traitement et la prévention de maladies dont la physiopathologie est complexe tel que le 
cancer cérébral. 
Dans le futur, il faut envisager de nouvelles thérapies anti-ancéreuses ciblées en utilisant 
des inhibiteurs synthétiques sélectifs des MMPs en association avec les traitements 
conventionnels (chimiothérapies, radiothérapie ... ). Une stratégie de sensibilisation des 
tumeurs cérébrales par irradiation combinée à l'actinonine pourrait être une option 
thérapeutique pour améliorer le traitement des GBM. De plus, nos résultats supportent 
également l'investigation d'inhibiteurs des effecteurs de la voie de NF-KB en clinique pour le 
traitement de gliomes malins, du fait qu'une première étude pilote a déjà montré l'effet d'un 
inhibiteur des kinases IKK, le sulfasalazine, sur la suppression de la croissance des GBM 
dans un modèle in vivo de tumeur cérébrale (Robe et al., 2004). 
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